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RESUMO GERAL

O género Arachis possui 81, espécies distribuidas em nove se¢fes taxonémicas, sendo o
amendoim (A. hypogaea L.) a principal espécie, devido ao seu alto valor nutricional. O
género possui também outras espécies de interesse econdémico, que tém sido utilizadas
em programas de melhoramento do amendoim (espécies da se¢do Arachis) e espécies
forrageiras de outras secdes do género. Com relacdo as demais espécies, 0 germoplasma
da grande maioria esta disponivel para a caracterizacdo e pode, sem duvida, contribuir
para seu uso futuro. O género Arachis é um dos poucos que produzem o resveratrol,
uma fitoalexina que, aléem de ser uma resposta da planta contra estresses, também tem
acdo antioxidante, sendo indicado para prevencdo de canceres e cardiopatias. A
avaliacdo do potencial de producdo de resveratrol foi realizada somente em algumas
espécies da secdo Arachis, faltando avaliagdo em outras espécies do género e nos
tetraploides sintéticos que estdo sendo utilizados para facilitar a transferéncia de alelos
de espécies silvestres para a cultivada. Assim, o objetivo desse trabalho foi ampliar o
conhecimento sobre resveratrol no género Arachis. Para tanto foram analisados 21
acessos de espécies silvestres de cinco diferentes secdes do género Arachis, oito
poliploides sintéticos e trés cultivares de amendoim. A producédo de resveratrol em um
conjunto menor de cinco espécies foi acompanhada também de avaliacdo da expressdo
do gene que codifica a enzima resveratrol sintase, RS, para entender a variacdo
observada no teor de resveratrol entre as espécies. Tendo em vista que cada experimento
foi realizado em uma época diferente do ano e de modo separado, ndo foi possivel
reunir todos os dados e fazer uma comparacao entre eles. Em todos os experimentos
foram avaliadas folhas submetidas a estresse abidtico por raios ultravioleta (UV), que
foi o melhor indutor de sintese em dados de literatura. Os resultados mostraram que 21
acessos de 17 espécies das cinco se¢des sdo capazes de produzir resveratrol, sendo o
maior teor detectado em A. lignosa, da se¢do Procumbentes. Em relacéo ao potencial de
producdo dos hibridos, foi verificado que a concentracdo de resveratrol na maioria dos
anfidiploides sintéticos é significativamente maior em relagdo aos parentais silvestres
diploides. Além disso, a concentracdo de resveratrol nos hibridos resultantes do
cruzamento entre anfidiploides e A. hypogaea foi significativamente maior que nos
anfidiploides, sugerindo que a combinagéo entre alelos de silvestres e do cultivado tem

um efeito positivo no aumento do resveratrol. Em relacdo as analises moleculares,
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notou-se que a expressao do gene é imediata ao término da inducdo, seguindo de forma
decrescente. Por outro lado, as concentragcdes de resveratrol sdo crescentes em relagéo
ao passar do tempo de coleta ap6s a inducdo por UV. Os resultados demonstram o
potencial do género como fonte de resveratrol, seja via amendoim cultivado, por meio
de introgressdo de alelos silvestres utilizando-se anfidiploides, ou pelo uso per se dos
acessos de espécies silvestres, incluindo de outras se¢des distantes do amendoim, como
¢ a Procumbentes, da qual faz parte A. lignosa, que apresentou o maior teor de
resveratrol no estudo.

Palavras-chave: Resveratrol, Arachis, Fitoalexina, Expressao génica.



ABSTRACT

The Arachis genus comprises 81 species divided into nine taxonomic sections,
being peanut (A. hypogaea L.) the main species due to its high nutritional value. The
genus also has other species of economic interest, which have been used in breeding
programs for peanut (species of Arachis section) and to forage production. Regarding
the other species of Arachis, germplasm of most of them is available and their
characterization could undoubtedly contribute to their future use. Arachis genus is one
of the few that produces resveratrol, a phytoalexin that is synthesized by the plant due to
a stress and it is also a antioxidant that has been used to prevention of cancers and heart
diseases. The resveratrol evaluation in Arachis was carried out mainly in Arachis
hypogaea and in some species of the section Arachis, lacking the evaluation in other
species of the genus and in the synthetic tetraploids that have been used to facilitate the
transfer of alleles from wild species to the cultivated one. Therefore, the objective of
this study was to increase the knowledge about resveratrol in the genus Arachis. Twenty
one accessions of wild species from five different sections of the genus Arachis, eight
synthetic polyploids and three peanut cultivars were analyzed. The production of
resveratrol in a smaller set of five species was also accompanied of evaluation of
resveratrol synthase to try to understand the variation observed in the resveratrol content
among the species. Since each experiment was performed at a different time of year and
separately, it was not possible to gather all the data and make a comparison between
them. In all experiments, leaves treated with ultraviolet radiation (UV) were evaluated,
which was the best inducer of synthesis in literature data. The results showed that 21
accessions of 17 species of the 5 sections are able to produce resveratrol, being the
highest content detected in A. lignosa from Procumbentes section. It was verified that
the concentration of resveratrol in the majority of the synthetic amphidiploids is
significantly higher in relation to the diploid wild parents. In addition, the concentration
of resveratrol in the hybrids resulting from the crossing between amphidiploids and A.
hypogaea was significantly higher than in amphidiploids, suggesting that the
combination of wild and cultivated alleles has a positive effect on the increase of
resveratrol. It was noticed that the expression of the gene is immediate at the end of the
induction, following in a decreasing way. On the other hand, the concentrations of
resveratrol are increasing in relation to the time of collection after the induction of the

material. The results demonstrate the potential of wild species of genus Arachis as a
9



source of resveratrol, either via cultivated peanuts, through introgression of wild alleles

using amphidiploids, or through the use of wild species accesses, including from other
sections distant from peanut, such as A. lignosa.

Key words: Resveratrol, Arachis, Phytoalexins, Gene Expression.
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INTRODUCAO GERAL

Atualmente o género Arachis possui 81 espécies descritas que ocorrem
naturalmente no Brasil, Bolivia, Paraguai, Argentina e Uruguai (Valls & Simpson,
1994). As espécies do género estdo classificadas nas seguintes nove secOes
taxondmicas: Arachis, Caulorrhizae, Erectoides, Extranervosae, Heteranthae,
Procumbentes, Rhizomatosae, Trierectoides, e Triseminatae (Krapovickas & Gregory
1994; Valls & Simpson, 2005). A divisdo do género em nove secdes foi feita com base
nas diferencas de morfologia, distribuicdo geogréafica e cruzabilidade entre as diferentes
especies (Krapovickas & Gregory, 1994, Valls & Simpson 2005; Valls et al., 2013).

O genéro Arachis possuem algumas espécies cultivadas e entre elas destaca-se o
amendoim (Arachis hypogaea L.), que tem sido cultivado pelo mundo todo por ser uma
boa fonte de lipideos e proteinas (Campos-Mondragon et al., 2009). O género possuli
outras espécies cultivadas, como A. pintoi e A. repens, da secdo Caulorrhizae, e A.
glabrata da secdo Rhizomatosae (Kerridge et al., 1994; Castro et al., 2007).

As especies silvestres do género Arachis podem ser utilizadas nos melhoramento
das espécies cultivadas e podem ser utilizadas per se. Por exemplo, Arachis
hypogaea faz parte da secdo Arachis, uma das nove secBes taxondmicas do
género Arachis, que sdo na maioria silvestres e diploides (Krapovickas & Gregory,
1994; Valls & Simpson, 2005). As espécies silvestres possuem caracteristicas nao
encontradas no pool génico primario do amendoim, como, por exemplo, resisténcia a
doencas fungicas (Pande & Rao, 2001; Favero et al., 2009). As espécies silvestres
podem também ser utilizadas no melhoramento do amendoim para a qualidade
nutricional e, por isso, tém sido caracterizadas para quantidade de 6leo e teores de
proteinas (Giannuzzo et al., 2000). Lopes et al. (2013) avaliaram dez espécies silvestres
da secdo Arachiscom relacdo a producdo de resveratrol, que é um composto
nutracéutico, com comprovada acdo na prevencdo de cancer e de cardiopatias (Baur &
Sinclair, 2006). O resveratrol é também uma fitoalexina envolvida na resposta da planta
a estresses bioticos e abiodticos no amendoim (Chung et al., 2003; Sobolev et al., 2007;
Zorzete et al., 2011).

Espécies de outras secbes do género, que ndo da Secdo Arachis, tem sido
avaliadas utilizando-se diferentes marcadores, como os citogenéticos (Ortiz et al., 2017;
Seijo et al., 2014), morfoldgicos (Leal-Bertioli et al., 2017B) e moleculares (Chopra et
al., 2016; Nguepjop et al., 2015; Seijo et al., 2014). Essas caracterizagdes tem
contribuido de diversas maneiras para a conservagdo, como, por exemplo, avaliando a
variabilidade genética, os sistemas de cruzamentos, importantes durante 0s processos de
multiplicacdo e regeneracdo dos acessos, identificacdo de duplicatas, etc. Entretanto,
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pouco tem sido feito para valoragdo desse germoplasma para uso per se, principalmente
nas espécies de secdes distantes da secdo Arachis, e que ndo podem ser utilizadas no
melhoramento do amendoim cultivado.

A investigacéo do potencial de producédo de resveratrol em espécies de diferentes
secOes de Arachis é importante para valorizagdo desse recurso genético, podendo
implicar no uso desse em programas de melhoramento genético, ou uso per se como
fonte de matéria prima para extracdo do composto.

A investigacdo de resveratrol em Arachis passa ainda pelo melhor entendimento
da variacdo desse composto em espécies e seus hibridos tetraploides, que tem sido
gerados para facilitar a transferéncia de genes de espécies diploides silvestres para o
amendoim cultivado, que é um tetraploide.

Outro ponto importante no processo de uso das espécies de Arachis para producgéo
de resveratrol é entender os porqués das variacdes observadas entre elas. Para tanto, a
melhor maneira é avaliacdo da resveratrol sintase, enzima chave na sintese de
resveratrol, e cuja variacdo na expressdo entre 0s gendtipos avaliados certamente
contribuira para entender melhor a variacdo no teor de resveratrol entre os varios
genotipos de Arachis.

O presente trabalho teve como objetivo analisar o teor de resveratrol em
germoplasma  de Arachis, incluindo espécies de diferentes se¢Bes do
género Arachis, alotetraploides sintéticos, linhagens de introgressdo e seus genitores e
cultivares de amendoim utilizadas nos cruzamentos. Além disso, pretende-se observar
em paralelo a expressdao do gene da Resveratrol Sintase (RS) e a concentracdo de
resveratrol em cinco gendtipos de Arachis em diferentes tempos de coleta apds inducgéo
da sintese de resveratrol por luz ultravioleta.
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2.0 REFERENCIAL TEORICO

2.1. Recursos Genéticos de Arachis

A rica diversidade vegetal global foi amplamente classificada em duas
categorias: espécies silvestres e espécies cultivadas. Singh, em 1975, coloca que
cerca de vinte “regides de diversidade” foram catalogadas como centro de origem
das espécies cultivadas (Zukozskij, 1971), e 37 para espécies silvestres (Good, 1053).
A preservacdo dessas areas foi defendida no inicio do século vinte por Nikolai
Ivanovich Vavilov, em seu trabalho sobre centros de origem de domesticacdo de
plantas (Baudoin, 2009). O pesquisador acreditava que 0s as areas de surgimento de
espécies domesticadas também eram ricas em espécies silvestres relacionadas, e
essas deveriam ser preservadas por conter caracteristicas que poderiam
posteriormente ser interessantes e utilizadas (Baudoin, 2009).

Em contrapartida com o conceito de preservacdo, com o passar dos anos foi
observado a perda da diversidade fitogenética de maneira exponencial. Em 1990, ja
se fazia a previséo de que cerca de um milh&o de espécies seriam extintas até o ano
de 2050 (McNeely et al., 1990). Para evitar tal degradacdo, a primeira estratégia
internacional relacionada a conservacdo de recursos genéticos foi a criacdo do
Internacional Board for Plant Genetic Resources, pela FAO em 1974. Em seguida,
varias foram as reunides de lideres governamentais a fim de preservar a
biodiversidade local. Nesse sentido, em 1992, foi realizada a Convencdo da
Diversidade Bioldgica, estabelecendo trés objetivos bésicos: a conservacdo da
diversidade bioldgica; o uso sustentavel de seus componentes; e a divisdo justa e
equitativa dos beneficios advindos do uso dos recursos bioldgicos (Veiga et al.,
2015).

Atualmente, os sistemas de conservacdo de recursos genéticos no Brasil se
destacam por promover o processo de conservagdo apoiado em uma banco genético
representado pela colecdo de base de germoplasma de semente conservado a longo
prazo, além do banco ativo de germoplasma para cada espécie, no qual sdo
desenvolvidas acOes especificas de caracterizacdo, avaliacdo, multiplicacgdo,
regeneracdo e conservagdo a curto e médio prazos. Atrelado a essas acles, existem
pesquisas responsaveis pelo uso desses recursos genéticos, isso porque a diversidade

é conservada principalmente para o melhoramento de culturas (Veiga et al., 2015).
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Cirino 2015 coloca que 0s recursos genéticos sao essenciais para 0 sucesso de
programas de melhoramento, pois disponibilizam a variedade genética para efetuar
novas combinagdes génicas e por meio da selecdo, desenvolver cultivares para atender
as necessidades do produtor. Desse modo, 0s recursos genéticos sdo fundamentais para
enfrentar o desafio de aumentar em 30% a producéo de alimentos até 2050, para atender
a demanda da populacdo mundial projetada para nove bilhGes de habitantes, sem
expandir as fronteiras agricolas, uma vez que a disponibilidade de novas &reas é
limitada pelo aumento de areas urbanas e areas de preservacao.

O género Arachis apresenta distribuicdo natural no Brasil, Bolivia, Paraguali,
Argentina e Uruguai (Valls & Simpson, 1994). Além do amendoim cultivado (A.
hypogaea) que se destaca no mercado alimentar, outras espécies do género tambem
apresentam importancia econdmica. O interesse pelos recursos genéticos de Arachis
fundamenta-se no impacto econémico e no ecologico potencial de exploracdo da
variabilidade genética de cada uma de suas espécies cultivadas, aproveitando sua
eventual compatibilidade reprodutiva, mesmo que haja necessidade de manipulagédo de
niveis de ploidia (Valls, 2013).

2.2. A importancia do amendoim

O amendoim apresenta em sua constituicdo nutricional uma média de 38% de
proteina, 47% de lipidios, varios sais minerais como o fésforo (263,60mg/100g) e
potassio (328,00mg/100g) (Asibuo et al., 2010) e vitaminas E, K e do complexo B
(Savage & Keenan, 1994). Paises sem recursos acabam recorrendo ao amendoim como
uma rica fonte de nutrientes menos onerosa, mais acessivel e facilmente aceitavel, sendo
utilizada em programas de combate a desnutricdo em formato de pasta de amendoim por
meio da OMS (Peanut Butter for the Hungry 2013, WHO 2014).

O consumo do amendoim ocorre desde tempos pré-historicos, onde varias
populacdes indigenas o cultivavam como fonte de nutrientes em sua dieta diaria (Freitas
et al., 2003; Freitas et al., 2005). Esse consumo perdura até os dias atuais, sendo o
amendoim uma das oleaginosas mais consumidas em todo o mundo (Global Statistical
Review 2015). Os principais produtores de amendoim sdo China (40% da producéo),
india (18%) e EUA (7%) e também os principais consumidores. Na América do Sul,
Argentina e Brasil produzem 2,5% e 0,87% da producdo mundial (Santos et al., 2013).

A produgdo mundial de amendoim teve aumento de 15% entre os anos de 2005 a

2015, subindo para 19% quando analisados somente paises em desenvolvimento
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(Global Statistical Review 2015). Em 2017 a producdo brasileira de amendoim
apresentou um crescimento de 18,8% com relacdo ao ano anterior, alcancando 371,489
mil toneladas, de acordo com Levantamento Sistematico de Producdo Agricola (LSPA,
2015). O Estado de Sao Paulo € o principal produtor e contribui com 89% da producao
nacional, os outros estados produtores sdo Minas Gerais; Parana e Rio Grande do Sul
(LSPA, 2015).

2.3. Género Arachis

O género Arachis tem como possivel origem a Serra de Amambai, no limite de
Mato Grosso do Sul com o Paraguai, onde ocorre A. guaranitica, possivelmente a
espécie de Arachis mais antiga (Krapovickas & Gregory, 1994). O género se estendeu
por cerca de 4.000 km podendo atualmente ser encontrado em habitats como savanas,
regibes semiaridas, area limitrofe de floresta tropical e areas Umidas (Krapovickas &
Gregory, 1994).

Existe uma caracteristica tipica de todas espécies de Arachis: o potencial de
desenvolver o “peg”, termo em inglés que nomeia uma estrutura de elongacao do ovario
que se da apos a ocorréncia da fecundacdo (Pellegrini, 2013). Ele se alonga em direcéo
ao solo por geotropismo positivo, onde ocorre o desenvolvimento dos frutos e sementes.
A ocorréncia de sementes de forma geocarpica é outra singularidade do género
(Krapovickas & Gregory 1994).

Atualmente o género Arachis possui 81 espécies descritas que ocorrem
naturalmente no Brasil, Bolivia, Paraguai, Argentina e Uruguai (Valls & Simpson,
2013). As espécies do género estdo classificadas nas seguintes nove secOes
taxondmicas: Arachis, Caulorrhizae, Erectoides, Extranervosae, Heteranthae,
Procumbentes, Rhizomatosae, Trierectoides, e Triseminatae (Krapovickas & Gregory
1994; Valls & Simpson, 2005). A divisdo do género em nove secdes foi feita com base
nas diferencas de morfologia, distribuicdo geogréafica e cruzabilidade entre as diferentes
espécies (Krapovickas & Gregory, 1994, Valls & Simpson 2005; Valls et al., 2013).

As secdes Caulorrhizae, Triseminatae, Heteranthae e Extranervosae ocorrem
apenas no Brasil (Stalker & Simpson, 1995), que é considerado a fonte da maior
diversidade genética do género devido a ocorréncia natural de espécies de todas as

secOes, sendo 48 delas endémicas (Krapovickas & Gregory 1994).
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2.4. SecOes avaliadas (Arachis, Caulorrhizae, Extranervosae, Procumbentes e
Triseminatae)

Secéo Arachis

A secdo Arachis € uma das nove se¢fes do género Arachis e contém o maior
numero de espécies entre as secdes, totalizando 33 e entre elas o amendoim cultivado,
A. hypogaea (Krapovickas & Gregory, 1994; Valls & Simpson, 2005).

As espécies da se¢do Arachis se caracterizam por serem anuais ou perenes, sem
rizomas ou estolOes, raiz pivotante e eixo central ereto, com ramos procumbentes
estendidos, as estipulas tém margens abertas e as folhas sdo tetrafolioladas, as flores sdo
papilionadas e estdo distribuidas ao longo dos ramos, com o estandarte sempre
expandido, alaranjado ou amarelado (Krapovickas & Gregory, 1994). O peg é vertical
ou inclinado, mas nunca horizontal e o fruto subterraneo é geralmente biarticulado com
dois segmentos de fruto com uma semente cada (nas espécies silvestres) ou com um
segmento de fruto plurisseminado (em A. hypogaea) (Krapovickas & Gregory, 1994).

A distribuicdo geogréfica da se¢do Arachis tem uma forma peculiar, abrangendo
as bacias hidrograficas dos rios Paraguai e Uruguai e terminando no rio La Plata
(Krapovickas & Gregory, 1994). No extremo norte da area de ocorréncia encontra-se a
Chapada dos Parecis, que separa a bacia do Rio Paraguai da Amazonia e que parece ter
sido um obstaculo que, pela sua altura, ndo permitiu que a secdo se estendesse ainda
mais para o norte (Krapovickas & Gregory, 1994). Sobre o centro da regido, prevalecem
as espécies perenes, onde quase todas sdo encontradas ao longo dos cursos d'agua e
algumas delas sdo adaptadas as inundacGes periodicas, bem como espécies anuais que
vivem no Pantanal Mato Grosso, onde sdo permanentemente expostas a inundagdes
maiores (Krapovickas & Gregory, 1994). Isolada no extremo do continente americano,
encontram-se acessos de A. stenosperma, uma espécie anual que cresce nas areias da
costa Atlantica, evidentemente levada pela acdo humana (Krapovickas & Gregory,
1994). Desse modo, devido as diversas regides geograficas onde podem ser encontradas
e ao grande numero de espécies, a se¢do Arachis pode ser considerada a maior e mais
heterogénea do género (Krapovickas & Gregory, 1994).

As espécies da secdo Arachis possuem diferentes tipos de genomas. Espécies
que apresentam o par de cromossomos “A” sdo classificadas como de genoma A e as
sem o par “A” foram classificadas em genomas B (Smartt et al., 1978), D (Stalker,

1991) e mais recentemente em F, K, e G por meio de evidéncias de citogenética
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molecular (Seijo et al., 2004, 2007; Grabiele et al., 2012; Silvestri et al., 2015). As
espécies silvestres sdo diploides (2n=20 ou 2n=18). Arachis monticola é a exce¢éo por
ser a Unica espécie silvestre tetraploide e juntamente com o amendoim cultivado ter
constituicdo genética 2n=40 cromossomos, apresentando dois conjuntos génicos A e B
(Fernandez & Krapovickas, 1994).

Secéo Caulorrhizae

A secdo Caulorrhizae tem distribuicdo geogréafica na area de fronteira entre os
estados da Bahia, Minas Gerais e Goias, chegando até a costa Atlantica (Krapovickas &
Gregory, 1994).

Arachis pintoi e A. repens constituem as duas espécies da sec¢éo e se destacam
como forrageiras e ornamentais (Castro et al., 2007) Além disso, A. pintoi mantém uma
area foliar satisfatoria o que a torna amplamente utilizada em pastagens cultivadas para
sistemas intensivos (Kerridge et al., 1994).

Secéo Extranervosae

A secdo Extranervosae é composta de dez espécies (Krapovickas & Gregory,
1994) e ¢é considerada uma das se¢cdes mais primitivas do género (Valls & Simpson,
1994).

As espécies da secdo Extranervosae sdo encontradas na area que inclui os
estados de Goiés, Tocantins, o centro do Mato Grosso e o norte do Tridngulo Mineiro,
em Minas Gerais, sendo que poucas espécies se estendem além dos limites desses
estados, como A. prostrata, que foi coletada no oeste da Bahia, e A. Burchellii, que
também ocorre no sul do Maranhdo, sudeste do Para e nos entornos de Teresina, no
Piaui (Krapovickas & Gregory, 1994).

A maioria das espécies dessa secdo cresce em um tipo muito especial de solo,
frequentemente encontrado no cerrado, constituido por uma fina camada de terra sobre
um substrato pedregoso (Krapovickas & Gregory, 1994). Uma de suas espécies é A.
villosulicarpa, que j& foi caracterizada como tendo altos teores de 6leo nas sementes e
com conteudo de triptofano que pode ser maior do que em cultivares de A. hypogaea
(Amaya et al., 1977). Além do alto valor nutricional, foi a Unica espécie entre 85
gendtipos analisados que teve um acesso que apresentou resisténcia aos fungos
Cercospora arachidicola e Cercosporidium personatum (Abdou et al., 1974).

Secéo Procumbentes
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A secdo Procumbentes é composta por nove espécies que estdo distribuidas
geograficamente ao longo do Rio Paraguai, desde Concepcion em dire¢do ao norte,
cercando o pantanal no Mato Grosso e depois se expande para o oeste até Santa Cruz de
la Sierra, na Bolivia (Krapovickas & Gregory, 1994). As espécies geralmente vivem em
solos que sdo periodicamente inundados (Krapovickas & Gregory, 1994; Valls &
Simpson, 2005).

Em relacdo ao valor nutricional, no estudo de Huang et al. (2012) em que foram
avaliados teores de Oleo de 72 acessos pertencentes a 19 espécies silvestres de cinco
diferentes secdes de Arachis e trés cultivares de A. hypogaea, 0s acessos de A.
appressipila, A. chiquitana e A. rigonii, da se¢cdo Procumbentes analisados tiveram os
maiores teores de dleo.

O acesso de A. chiquitana (ICG 11560) se destacou por apresentar taxas
reduzidas de colonizacdo de Aspergillus flavus quando comparado a 35 acessos
pertencentes a 24 espécies de seis se¢des do género Arachis (Thakur et al., 2000).

Secéo Triseminatae

A secdo Triseminatae tem como Unica espécie A. triseminata e juntamente com
as secOes Extranervosae, Caulorrhizae e Heteranthae, ocorrem somente no Brasil
(Krapovickas & Gregory, 1994, Stalker & Simpson, 1995).

Arachis triseminata cresce no estado da Bahia, no sul de Pernambuco e no norte
de Minas Gerais, aos arredores do Rio S8o Francisco. Ocorre na caatinga e crescendo
em solo argiloso, sendo caracterizadas como densas e capazes de fornecer uma
alimentacdo muito palatavel para o gado (Krapovickas & Gregory, 1994).

Arachis triseminata apresenta isolamento genético porque ndo é possivel a
obtencdo de hibridos a partir de cruzamentos interespecificos (Krapovickas & Gregory,
1994).

Em relacdo ao potencial de resisténcia a patdgenos, Thakur et al. (2000)
observaram que dois acessos de A. triseminata (ICG 8131 e ICG 14875) apresentaram
baixas taxas de colonizagdo por Aspergillus flavus.

2.5. A origem do amendoim cultivado

Arachis hypogaea se originou por meio de um evento de hibridacdo de duas
espécies diploides silvestres, A. duranensis (doadora do genoma A) e A. ipaénsis
(doador do genoma B), seguido por uma duplicagdo cromossémica espontanea

restaurado a fertilidade, estabelecendo a férmula genémica AABB e, originado a
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especie alotetrapldide A. hypogaea (Halward et al., 1991; Kochert et al., 1996; Favero
et al., 2006; Seijo et al., 2004; 2007; Bertioli et al., 2016). Por isso é caracterizada como
um alotetraploide (2n=4x=40), ou seja, dois conjuntos completos de cromossomos de
diferentes genomas (A e B) estdo presentes no mesmo nucleo (Seijo et al., 2004; 2007).

O amendoim tornou-se isolado reprodutivamente de seus parentes silvestres
diploides e esse isolamento levou a uma limitada variabilidade genética no amendoim
cultivado como observado em estudos com marcadores moleculares (Kochert et al.,
1996; Milla et al., 2005; Moretzsohn et al., 2005). A Unica espécie silvestre tetraploide
capaz de cruzar naturalmente com o amendoim é A. monticola, considerado o
antepassado imediato de A. hypogaea (Krapovickas & Gregory, 1994) apresentando alta
similaridade genética (Moretzsohn et al., 2013)

2.6. Espécies silvestres e 0 melhoramento do amendoim cultivado

De acordo com Stalker & Moss (1987), o pool génico primario de A. hypogaea
consiste nas variedades de A. hypogaea e sua forma silvestre A. monticola; o pool
génico secundario consiste nas espécies diploides da secdo Arachis, que sao
compativeis com A. hypogaea, mas precisam passar por manipulacdo de ploidia para
gue possam cruzar com o amendoim; e 0 pool génico terciario consiste nas espécies das
seccOes Caulorrhizae, Erectoides, Extranervosae, Heteranthae, Procumbentes,
Trierectoides, Triseminatae e Rhizomatosae, que podem ser cruzadas com espécies
cultivadas usando técnicas de biotecnologia.

A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia tém caracterizado e avaliado
acessos de todo género Arachis, com o intuito de valorizar esse germoplasma e
identificar acessos para serem utilizadas em programas de melhoramento genético.

A técnica de obtencdo de hibridos mais promissora consiste no cruzamento entre
uma espécie de genoma A com uma de genoma B, gerando um hibrido estéril. Esse
hibrido é tetraploidizado com o uso da colchicina, tornando-se um anfipléide fértil que
pode ser cruzado com A. hypogaea e retrocruzado varias vezes até que todos 0s
caracteres de interesse em A. hypogaea sejam recuperados (Santos et al., 2013). O
desenvolvimento de anfidiploides é comprovadamente a melhor maneira de introgredir
genes de espécies silvestres no amendoim cultivado devido a essa metodologia
proporcionar a recombinacdo de caracteres de dois genomas diferentes (Singh et al.,
1991).
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Estudos anteriores demonstraram a importancia do uso de espécies silvestres da
secdo Arachis. Por exemplo, acessos de diferentes espécies, quando comparadas com o
amendoim cultivado, tém se mostrado mais resistentes a mancha castanha (Passalora
arachidicola) (Favero, 2004), a mancha preta (Cercosporidium personatum) e ferrugem
(Puccinia arachidis) (Pande & Rao, 2001; Favero et al., 2009). Também, apresentam
niveis de resisténcia ao virus (Groundnut rosette assistor virus - GRAV)
(Subrahmanyam et al., 2001) e podem ser mais resistentes a estresses abidticos
(Nautyval et al., 2008).

As cultivares COAN e Nematam, que sdo resistentes aos nematoides das galhas
Meloidogyne arenaria e M. javanica, sdo exemplos de sucesso de uso de espécies
silvestres no melhoramento de amendoim. Essas duas cultivares possuem alelos
introduzidos de A. cardenasii, A. diogoi e A. batizocoi, espécies silvestres de Arachis
(Simpson & Starr,2001; Church et al. 2005).

O pool génico terciario do amendoim, ou seja, espécies silvestres de outras
secBes que ndo a Arachis, também tém sido estudadas e caracterizadas para resisténcia a
doencas. Um exemplo € o estudo de Nautyval et al. (2008) no qual foi observado que
acessos de A. paraguariensis (secdo Erectoides) foram resistente a estresse térmico
entre 0s 36 acessos de 12 espécies silvestres pertencentes a seis diferentes se¢fes do
género Arachis.

Sharma et al. (2013) colocam em sua revisdo sobre melhoramento genético de
leguminosas, que o0 sucesso de um programa de pré-melhoramento depende da
identificacdo de um doador promissor com boa expressao de determinada caracteristica.
Por isso, a importancia da caracterizacdo das espécies diploides utilizadas em programas
de melhoramento genético.

Assim, a identificacdo de acessos que possuam caracteristicas de interesse para o
melhoramento do amendoim €é imprescindivel para maior sucesso dos programas de
melhoramento. Por isso a caracterizacdo e selecdo de acessos diferentes é fundamental,
pois entre acessos da mesma espécie ha variabilidade para caracteristicas de interesse
agrondmico, como por exemplo, valor nutricional (Grosso et al., 2000) e resisténcia a
ferrugem e mancha preta (Pande & Rao, 2001; Mallikarjuna & Sastri, 2002). Nesse
sentido, é fundamental a caracterizacdo do germoplasma do género Arachis bem como o

estudo de como essas caracteristicas se apresentam em anfidiploides e cruzamentos.
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2.7. Resveratrol

Resveratrol € um polifenol da classe dos estilbenos (3,5, 4'-triidroxiestilbeno)
que consiste em dois anéis aromaticos ligados por uma ponte de metileno e pode se
apresentar nas formas cis e trans, sendo a forma trans a mais comum e de maior
atividade bioldgica (Lamuela-Raventos, et al., 1995).

Com atividade antiflngica e antibacteriana o resveratrol é uma fitoalexina que a
planta produz mediante estresses bidticos ou abiodticos (Ingham, 1976; Rudolf &
Resurreccion, 2005; Zorzete et al., 2011). Esse composto é produzido naturalmente por
72 espécies de diferentes plantas, especialmente videiras, pinheiros, e leguminosas
(Soleas et al., 1997).

O resveratrol possui tambem atividade antioxidante e antiinflamatdria (Frémont,
2000), por isso sdo atribuidos a ele os efeitos cardioprotetores do vinho (Siemann &
Creasy, 1992) que explicaria o "paradoxo francés" (Renaud & Lorgeril, 1992; Renaud,
& Gueguen, 1998), isto é, a baixa frequéncia de doencas cardiovasculares em franceses
apesar da dieta rica em gordura saturada. Varias pesquisas subsequentes mostraram que
o0 resveratrol pode prevenir ou retardar a progressao de varias doencas (Bo et al., 2013;
Orsu et al., 2013; Penalva et al., 2015; Yang et al., 2016).

Visando beneficios a saude, a industria alimenticia tenta agregar valor aos seus
produtos pela adicdo ou aumento do teor desta substancia. Em funcdo dessa demanda,
varios trabalhos tém sido realizados para identificar fontes de resveratrol. Por exemplo,
Burns et al. (2002) realizaram um estudo para determinar os niveis de resveratrol nas
principais fontes alimentares de estilbenos (amendoim, uva, vinho tinto) e encontraram
maiores concentragcdes em vinhos. Outros trabalhos também descreveram o antioxidante
em casca da uva e em produtos a base de uva, principalmente sucos e vinhos (Mattivi &
Nicolini, 1993). Sobolev & Cole (1999) observaram que amendoins torrados tinham o
menor teor de resveratrol 0,055 pg/g, manteiga de amendoim apresentou 0,32 ug/g e o
amendoim cozido, 5,13 pg/g.

2.8. Expressdo do gene Resveratrol sintase (RS) e Biossintese do resveratrol

A biossintese do resveratrol é desencadeada por um sinal quimico, gerado em
funcdo de algum tipo de estresse sofrido por uma planta e que induz o aumento da
expressdo do gene Resveratrol sintase (RS), o qual promove o acimulo de mRNA e
consequentemente da enzima resveratrol sintase (Lanz et al., 1990) (também chamada

estilbeno sintase- STS). Segundo Chung et al. (2003), uma vez que o resveratrol é o
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ultimo composto a ser sintetizado em sua via bioquimica e que sua producdo é
catalisada pela enzima resveratrol sintase, a expressédo do gene que codifica a enzima
possui um papel regulatdrio na sintese do resveratrol.

Quando investigada a variacdo da expressdo de RS bem como o acumulo de
resveratrol em resposta a estresses em A. hypogaea, os resultados indicam que os niveis
de expressdo determinam a sintese de resveratrol em plantas de amendoim, e que o
estresse é fundamental para sintese de resveratrol (Chung et al., 2003; Tang et al.,
2010). Estudos também apontam que a transferéncia do gene RS de A. hypogaea para
tabaco (Nicotiana tabacum) levou ao acumulo de resveratrol em resposta a luz UV
(Hain et al., 1990). Este mesmo gene, posteriormente também foi introduzido em alfafa
(Medicago sativa), conferindo resisténcia a fungos (Hipskind & Paiva, 2000).

Em andlise anterior, Carvalho (2013) ao analisar A. hypogaea, A. duranensis, A.
ipaénsis e anfidiploide sintético (A. ipaénsis K30076 X A. duranensis VV14167) apontou
diferentes concentra¢fes do metab6lito nos gendtipos avaliados, observando elevada
expressdo de RS nem sempre correspondia com elevadas concentragdes de resveratrol e
o0 inverso também ocorria. Por isso, a necessidade de um estudo que avalie diferentes
tempos de coleta, a fim de identificar o tempo em que o potencial de producdo de
resveratrol chega ao seu maximo.

O actmulo de mRNA de RS é responsavel direto pelo aumento da enzima
resveratrol sintase (também chamada estilbeno sintase- STS) (Lanz et al., 1990), que
por sua vez, catalisa a condensacdo entre uma molécula de 4-coumaroil-CoA e trés

moléculas de malonil-CoA, formando o resveratrol (figura 1) (Soleas et al., 1997).

p-coumarate

l4CL

OH
CoASﬂ

-phenylanin cinnamate

RIS

o
p-coumaroyl-CoA

-

o
CoAS™ "CH.

3X Malonyl-CoA

1 CHS , "
S — HO. H
== i

it
OH ©

R=H pinocembrin chalcone

R=H pinosylvin R=OH naringenin chalcone

R=0H reveratrol

Figura 1: Via dos fenilpropandides (via mista). Enzimas: PAL, fenilalanina amonia-
liase; C4H, cinamato-4-hydroxilase; 4CL, 4-cumaroil: CoA-liase; CHS, chalcona
sintase; STS, estilbeno sintase (Vannozzi et al., 2012).
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2.9. O resveratrol no amendoim

O resveratrol em amendoim foi primeiramente identificado em hipocotilos
infectados por fungos (Ingham, 1976). A partir de entdo, varias pesquisas apontaram a
presenca natural de resveratrol em diferentes tecidos de amendoim ndo infectadas,
porém em concentracdes extremamente baixas (Dorner et al., 1989; Lee et al., 2004;
Potrebko & Resurreccion, 2009).

Tang et al. (2010) observaram que o estresse em amendoim foi fundamental no
aumento da biossintese simultdnea de resveratrol e outros estilbenos. O nivel de
resveratrol em folhas e raizes de amendoim infectadas com leveduras foi em torno de
2,8 pg/g (Chung et al., 2003). Yang et al. (2010) encontraram em culturas celulares de
A. hypogaea infectadas por fungos, concentragdes de resveratrol de aproximadamente 9
Kg/g. Sobolev et al. (2007), utilizando sementes de diferentes cultivares de A. hypogaea,
submetidas a diferentes tipos de estresses, associaram a resisténcia a infeccdo por
fungos a maiores niveis de resveratrol. Esses autores sugerem que resveratrol pode ser
utilizado como um marcador para estimar o nivel de resisténcia de cultivares de A.
hypogaea.

Além de estresses bidticos, estresses abidticos também séo eficientes na inducgédo
da sintese de resveratrol. Potrebko & Resurreccion (2009) analisaram sementes de A.
hypogaea submetidas a combinacdo de tratamentos com ultrassom (US), seguido por
exposicdo a UV durante 15 a 55 minutos e observaram que todas as amostras
submetidas ao tratamento produziram resveratrol e que as amostras do grupo controle
tiveram niveis insignificantes dessa fitoalexina. Chung et al. (2003) verificaram
aumento substancial no contetdo de resveratrol em folhas, raizes, cascas e sementes de
amendoim, em resposta a ferimentos artificiais, luz ultravioleta e horménios, sendo que
folhas submetidas a UV foi o material que apresentou maiores concentracdes de
resveratrol. Isso porque a radiagdo UV-C induz nas células efeitos semelhantes a
apoptose, como a fragmentacdo nuclear e a danos no DNA (Danon & Gallois, 1998),
em funcéo da intensidade programada da corrente.

A andlise da producdo de resveratrol em amendoim em diferentes tempos de
coleta apds a indugdo por UV mostra que existe um pico na producdo do metabdlito
(entre os tempos de 0-12 horas pos indugdo- hpi) seguido de queda (entre os tempos 12-
64 hpi) (Tang et al., 2010). Chung et al. (2003) observaram que a producdo de
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resveratrol e de transcritos do gene RS é crescente em amostras coletadas em diferentes

tempos apo6s a inducdo por UV (0,3 e 12 horas p6s indugdo- hpi).

Tabela 1: Concentracdo de resveratrol (ug/g) em folhas de espécies da secdo Arachis
submetidas a radiacdo ultravioleta (2:30h) e coletadas 15h apds o tratamento. Dados
disponiveis nos trabalhos de Lopes et al. (2013) e Carvalho (2013).

Espécies avaliadas

por Lopes et al.

Concentracéo de

resveratrol (Lg/g)

Espécies avaliadas
por Carvalho, 2013.

Concentragéo

de resveratrol

(2013) (Hg/g)
Arachis batizocoi 524,54 Arachis stenosperma 422,18
K 9484 V10229
Arachis cardenasii 752,24 Arachis stenosperma 512,56
GKP 10017 V10309
Arachis cruziana 564,67 Arachis stenosperma 412,25
Wi 1302-3 VAcLf 15076
Arachis gregoryii 370,14 Arachis stenosperma 336,14
V 6389 SvWw 3712
Arachis duranensis 639,93 Arachis duranensis 371,97
K 7988 V14167
Arachis ipaénsis 314,07 Arachis ipaénsis 225,85
KG 30076 KG 30076
Arachis kempff- 299,49 Arachis valida 170,76
mercadoi V 13250 V13514
Arachis kuhlmannii 808,75 Arachis williamsii 120,24
V 9214 Wil1118
Arachis magna 484,77 Arachis hypogaea 206,49
KG 30097 cv. Caiap0 Tatu
Arachis simpsonii 318,37 Arachis hypogaea 62,1
V13710 cv. Runner IAC 886
Arachis hypogaea 704,10 Arachis hypogaea 185,99
CV IAC Caiapé cv. IAC Caiapé

Arachis hypogaea 477,31

CV BR-1

Coletores: V= J. F. M. Valls; Wi= D. E. Williams; K= A. Krapovickas; G= W. C.

Gregory; P=J. R. Pietrarelli; Sv= G. P. Silva.
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Espécies silvestres da secdo Arachis também apresentaram potencial de
sintetizar resveratrol mediante estimulo por UV em folhas (Tabela 1) (Lopes et al.,
2013; Carvalho, 2013). A analise do potencial em produzir resveratrol de espécies
silvestres geralmente é realizada usando o tecido foliar porque essas espécies produzem
poucas sementes. Além disso, o tecido foliar € o mais agredido por patdgenos em

cultivos de amendoim por ser 0 mais exposto.

2.10. Quantificacdo do resveratrol por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia -
CLAE

A atividade farmacoldgica do resveratrol estimulou o desenvolvimento de
métodos analiticos para sua deteccdo e quantificacdo principalmente em extrato de
plantas (Gerogiannaki-Christopolou et al, 2006). A literatura aponta a metodologia de
cromatografia liquida de alta eficiéncia- CLAE como ideal para deteccdo de resveratrol
em sementes, folhas e raizes de amendoim (Chung et al., 2003; Rudolf & Resurreccion,
2005; Potrebko & Resurreccion, 2009; Lopes , 2011).

A CLAE é uma técnica cromatografica que tem um liquido como fase movel e
fases estacionarias que podem ser liquidas ou solidas; além disso, emprega alta presséo
na separacdo dos componentes da amostra. A técnica tem a capacidade de realizar
separacOes e analises quantitativas de uma grande variedade de compostos presentes em
diversos tipos de amostra, em escala de tempo de minutos, com alta resolucéo,
eficiéncia e detectabilidade, gerando um cromatograma utilizado para identificar e
quantificar os componentes da amostra analisada (Collins et al., 2006). Atualemte uma
ramificacdo da metodologia por CLAE, é a metodologia por HPLC. Nesta ocorre a
analise da fase liquida de uma amostra, identificando os seus componentes por meio de

uma curva padrao.
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CAPITULO 1:
Avaliacdo da producéo de resveratrol em espécies de cinco se¢des taxondmicas do
género Arachis
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RESUMO

O género Arachis contém 81 espécies divididas em nove se¢des, sendo algumas
dessas utilizadas na producdo de forragem sob pastejo, plantas ornamentais e
principalmente na industria alimenticia. As demais espécies desse género também
podem ser utilizadas per se ou no melhoramento das espécies cultivadas e por isso tém
sido caracterizadas para resisténcia a estresse bidticos e abidticos, quantidade de 6leos,
teores de proteinas e capacidade de producdo do potente antioxidante resveratrol. O
resveratrol apresenta acdo anti-inflamatoria e cardioprotetora. Neste estudo, foram
investigadas as concentraces de resveratrol em 17 gendtipos de espécies distribuidas
cinco se¢des (Secdo Arachis: A. glandulifera, A. hoehnei, A. krapovickasii, A. magna, A.
monticola, A. palustris, A. praecox, A. hypogaea; secdo Procumbentes: A. lignosa;
secdo Triseminatae: A. triseminata; secdo Caulorrhizae: A. pintoi; secdo Extranervosae:
A. villosulicarpa) e duas cultivares de Arachis hypogaea (IAC Caiap6 e Runner IAC
886). Folhas foram destacadas de 15 plantas de cada acesso e submetidas a luz
ultravioleta (UV) por 2h e 30min. Quinze horas ap6s o tratamento foi realizada a
extracdo do metabolito. O experimento de inducéo foi realizado trés vezes consecutivas,
cada uma delas com trés repeticbes analiticas. Os resultados demostraram que as
amostras ndo tratadas ndo sintetizavam resveratrol. Por outro lado foi encontrado
resveratrol em todas as espécies tratadas das cinco sec¢Oes analisadas. As maiores
concentracdes de resveratrol foram encontrada em A. lignosa (843,87ug/g) da secdo
Procumbentes e a espécie com menores concentracdes foi A. monticola (67,02ug/g) da
secdo Arachis. Diferentes acessos e cultivares da mesma espécie (A. magna e A.
hypogaea) demonstraram concentragdes de resveratrol que variaram significativamente.
Os dados indicam que resveratrol é presente em todo o género Arachis e que existe
variabilidade em acessos de uma mesma espécie. A presenca de resveratrol em espécies
de diferentes secdes agrega valor nutricional a esses recursos genéticos, que mesmo
distantes de A. hypogaea podem utilizacdo per se.

Palavras chave: Sec¢des, Arachis, resveratrol
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INTRODUCAO

O género Arachis inclui 81 espécies, amplamente distribuidas por toda a
América do Sul, sendo 48 delas endémicas do Brasil (Krapovickas & Gregory, 1994;
Valls & Simpson, 2005; Valls et al.,, 2013). As diferentes espécies do género
apresentam extensa variabilidade morfol6ogica e genética (Krapovickas & Gregory,
1994).

Além de A. hypogaea, que faz parte da secdo Arachis, espécies de outras se¢des
passaram a ser comercialmente importantes devido a seu uso na producéo de forragem
sob pastejo como A. pintoi (secdo Caulorrhizae) e A. glabrata (secdo Rhizomatosae)
(Cook et al., 1990) ou ainda, serem cultivadas como plantas ornamentais (Stalker &
Simpson, 1995). As espécies silvestres também sdo importantes como pools genéticos
das espécies cultivadas. Quando caracterizadas, as silvestres podem ser fontes de genes
de interesse para o melhoramento, como resisténcia a diferentes estresses bidticos
(Pande & Rao, 2001) e abidticos (Nautiyal et al., 2008), pois sdo adaptadas a distintos
habitats (Krapovickas & Gregory, 1994). A caracterizacdo da variabilidade
intraespecifica € um passo importante para valoracdo do germoplasma e,
consequentemente, para seu uso.

As espécies silvestres podem também ser utilizadas no melhoramento do
amendoim para a qualidade nutricional e por isso também tém sido caracterizadas para
quantidade de 6leos (Huang et al., 2012) e teores de proteinas (Giannuzzo et al., 2000).
Além disso, Lopes et al. (2013) identificaram a producdo do antioxidante resveratrol em
outras nove espécies da secdo Arachis, incluindo espécies de genomas A, AB e K.
Porém até o presente momento, nada se pesquisou sobre a presenca de resveratrol em
outras secdes do género.

O resveratrol apresenta acdes anti-inflamatérias (Bo et al., 2013; Orsu et al.,
2013; Penalva et al., 2015) e cardioprotetoras (Meng et al., 2014; Yang et al., 2016) e
antioxidante (Frankel et al., 1993).

O objetivo deste trabalho foi investigar a presenca de resveratrol em espécies
silvestres de cinco diferentes secBes do género Arachis e também avaliar a variacéo

entre acessos de uma mesma espécie.
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3.3.0BJETIVO GERAL

Avaliar a variabilidade entre e dentro de espécies de cinco se¢fes do género
Arachis para a producéo de resveratrol.

Objetivos especificos

- Avaliar a producdo de resveratrol em espécies de cinco se¢Bes do género
Arachis (Arachis, Extranervosae, Procumbentes, Triseminatae, Caulorrhizae), ap6s
tratamento com luz ultravioleta (UV) por meio de HPLC,;

- Avaliar a variacdo na producao de resveratrol entre acessos de uma mesma
espécie (A. magna e A. hoehnei) apés tratamento com UV;

- Avaliar a variagdo na producdo de resveratrol entre cultivares de A. hypogaea
(IAC Caiapo e Runner IAC 886) apds tratamento com UV.
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3.4. MATERIAL E METODOS

3.4.1 MATERIAL

Os experimentos foram conduzidos na Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, Brasilia, DF. O estudo utilizou 17 acessos, representantes de 12 espécies
de cinco secbes do género Arachis (Tabela 2). As sementes foram obtidas no Banco
Ativo de Germoplasma de espécies silvestres de Arachis da Embrapa Recursos
Geneéticos e Biotecnologia, Brasilia — DF, 15 plantas de cada genotipo foram cultivadas
durante o periodo de marco a junho de 2013, em casa de vegetacdo com condicdes

monitoradas de controle de pragas, humidade, controle quimico e adubacéo.

Tabela 2: Secdes, espécies e acessos de germoplasma do género Arachis avaliados
quanto ao potencial de producdo de resveratrol utilizando-se tecido foliar submetido a
luz ultravioleta (UV).

Secdo Espécie (N°- de acessos disponiveis)  Cod. na colecdo Origem
original
Arachis A. glandulifera Stalker (2) VSPmSv 13738 BRA-MT

A. hoehnei Krapov. & W.C. Gregory (7) VPoBi9140 BRA-MS
VVPoBi9094 BRA-MS
A. krapovickasii C. E. Simpson,D. E. WiSVg1291 BOL-
Williams, Valls & I. G. Vargas (1) Chiquitos
A. magna Krapov., W.C. Gregory & VSPmSv 13765 BRA-MT
C.E. Simpson (16)

V14724 BRA-MT

V14727 BRA-MT

VOfSv14750  BRA-MT

A. monticola Krapov. & Rigoni (5) VOa 14165 ARG-Jujuy

A. palustris Krapov., W.C. Gregory, & V14156 BRA-TO
Valls (10)

A. praecox Krapov., W.C. Gregory, & VOfSv 14682  BRA-MT
Valls (4)

A. hypogaea L. (1278) cV IAC Caiapd
CV Runner IAC
886
Procumbentes A. lignosa Krapov. & W.C. Gregory (5) V13570 BRA-MS
Triseminatae  A. triseminata Krapov. & W.C. Gregory GK 12881 BRA-BA
1)
Caulorrhizae A. pintoi Krapov. & W.C. Gregory GK 12787 BRA-BA
(184)
Extranervosae A. villosulicarpa Hoehne (10) V 8816 BRA-MT

Coletores: Bi = L.B. Bianchetti; G=W.C. Gregory; K=A. Krapovickas; Oa= O.
Ahumada; Pm=R.N. Pittman; Po= A. Pott; S=C.E. Simpson; Sv=G.P. Silva; V=J.F.M.
Valls; Vg= I.G. Vargas; Wi= D.E. Williams.
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3.42 METODOS

3.4.2.1 Indugéo da sintese de resveratrol por UV

As analises foram realizados no més de junho de 2013, utilizando-se tecido
foliar de plantas com idade de dois meses.

O tipo de indugéo (UV) e o tempo de inducdo (2h30 min) foram embasadas em
dados prévios sobre inducdo de resveratrol em A. hypogaea (Lanz et al., 1990; Chung et
al., 2003; Rudolf & Resurreccion, 2005; Tang et al., 2010; Hasan et al., 2013) e ainda
em estudo ja publicado com espécies silvestres da secdo Arachis (Lopes et al., 2013;
Carvalho, 2013).

Depois de coletadas, as folhas que foram destacadas das 15 plantas de cada
gendtipo, foram armazenadas em sacos plasticos e no laboratorio foram dispostas em
duas bandejas revestidas com uma camada de algoddo umedecida com 500 ml de &gua,
sob a qual foi colocada uma camada de folhas de papel germitest. Uma das bandejas foi
colocada a 50 cm abaixo da luz ultravioleta (UV-C) (Fluxo Laminar: Trox Modelo FLV
série: 235-81, com Lampada Philips TUV 30W/ 630 TB LONGLIFE) por duas horas e
trinta minutos, enquanto a outra (grupo controle) ficou em uma sala ao lado, livre da
radiacdo. Apds o periodo indicado, as duas bandejas foram reunidas em uma mesma
sala onde permaneceram por 15 horas em temperatura ambiente e protegidas da luz. Em
seguida as folhas de cada espécie foram divididas em aliquotas de 1g em trés tubos de
50 mL e protegidas da luz com papel aluminio (Figura 2).

Todas as amostras foram induzidas simultaneamente e a cada nova inducédo, a
disposicdo das folhas de cada espécie na bandeja foi diferente, certificando que o local
na bandeja ndo influenciaria na intensidade da inducéo por UV e consequentemente nos
resultados. O tempo total para realizacdo de todo o experimento foi de 19 horas,
considerando desde a inducéo das folhas (que sempre ocorreu as 14hs), o preparo das
amostras nas bandejas, a indu¢do por UV (duas horas e meia),0 tempo p6s inducdo de
15 horas, 0 armazenamento das folhas induzidas em tubos falcon e depois a estocagem
no freezer -80°C.

O experimento foi repetido por trés vezes consecutivas no intervalo de sete dias,

representando as triplicatas biologicas.
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Figura 2: Esquema de inducdo de folhas de espécies do género Arachis por UV e

armazenamento das amostras para posterior analise de metabolitos.

3.4.2.2 Extracao de resveratrol

O protocolo para extracdo de resveratrol usado foi baseado em Potrebko &
Resurreccion (2009), com as modificacfes de Lopes (2011).

Todas as etapas da metodologia de extracdo de resveratrol foram protegidas da
luz e todas as amostras foram analisadas em triplicatas. Cada amostra (1 g de folha) foi
maceradas com auxilio de bastdo de vidro e nitrogénio liquido e em seguida foi
adicionado 0,840 mL de fenolftaleina (>98%,2927-2835 nug/mL, Sigma-Aldrich) como
padrdo interno e 10 mL de alcool Etilico80%. A extracdo foi realizada com auxilio de
homogeneizador de tecidos (Polytron®) por 2 minutos a 20.000 rpm. As fases foram
separadas em centrifuga a 10.000 rpm, 25°C por 10 minutos e a fase liquida foi
transferida para outro tubo. Ao tubo contendo restos solidos de folhas, foram
adicionados 5 mL de alcool etilico 80% , misturado com auxilio de vortex por dois
minutos e centrifugado novamente. Esse procedimento foi repetido trés vezes.

Para a limpeza da amostra, foram adicionados 20 mL de hexano (Merck). O
frasco foi agitado manualmente, de modo que as duas fases se misturassem de forma
eficiente. Em seguida, o frasco foi mantido em repouso por aproximadamente um
minuto para a separacdo das fases. A fase superior, que apresentou coloracdo verde
intensa pela presenca de clorofila, foi extraida cuidadosamente da mistura com auxilio
de uma pipeta de pasteur e descartada. O procedimento de limpeza do extrato foi
repetido mais uma vez, utilizando-se 10 mL de hexano. Em seguida o solvente foi

evaporado em chapa quente (60 °C) e jato de gas nitrogénio (1 hora e 30 minutos). Os
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frascos (encobertos em papel aluminio), contendo o residuo seco, foram tampados e
estocados por 24 h a -20°C para posterior analise por CLAE (HPLC- High Performance
Liquide Chromatography).

3.4.2.3 Preparo das amostras para injecdo por HPLC

Antes da injecdo por HPLC, o residuo seco foi reconstituido com 6,8 mL de
alcool etilico Alcool Etilico 15%. O frasco foi vortexado por 1 minuto para que o
extrato desprendesse totalmente da parede do tubo e entdo submetido a banho de
ultrassom onde permaneceu por quatro minutos. O procedimento foi repetido para
assegurar a total recuperacdo do extrato. Em seguida, a amostra foi transferida para
microtubos tipo eppendorf de 2,0 mL e centrifugado por 15 minutos a 25 °C a 13.400
rpm. O sobrenadante do material centrifugado foi acondicionado em frasco de 2 mL, e
posteriormente utilizado para injecdo em cromatografo liquido de alta eficiéncia
(CLAE, Varian®), com bomba ternaria, mostrador automatico e detector de arranjo de
fotodiodos acoplados (PDA Varian® PS-240/PS-410/ PS-335/Software Galaxie 1.9).

3.4.2.4 Andlise por HPLC

A coluna utilizada foi a C18 Zorbax XDB Agilent (250 x 4,6 mm, 5um), sem
coluna de guarda. Como fase mdvel foi empregada acetonitrila e solugdo aquosa de
acido fosférico 0,02% (J.T.Baker). As condic¢des de analise foram: acetonitrila durante 0
minutos a 13 %; durante 6-9 minutos a 15 %; por 17 minutos a 17 %; durante 28-33
minutos a 28 %; durante 40 minutos a 50 %; durante 45 minutos a 60 %; durante 46-48
minutos a 80 %; durante 49-54 minutos a 13%; fluxo de 1,0 mL/minuto. A absor¢do UV
foi monitorada a 308 nm, 280 nm e também no comprimento de maxima absorcao de
cada eluente (DAD); o volume de injecéo do que da amostra foi de 10 pL.

O pico do resveratrol no extrato foi identificado por comparagdo com o tempo de
retencdo do padrdo comercial adquirido. As solucBes padréo de resveratrol (>99%, 230-
240 pg/mL, Sigma-Aldrich) e fenolftaleina (>98%,2927-2835 pg/mL, Sigma-Aldrich)
foram injetadas diariamente para verificacdo das areas. Outras formas de identificacdo
foram o espectro fornecido pelo detector de arranjo de diodos, e a quantificacdo foi
realizada pela co-eluigdo com o padréo de resveratrol e comparacdo dos cromatogramas
das amostras induzidas e controle, visto que ap6s inducdo por UV ocorreu um aumento
expressivo do pico no tempo de retencdo correspondente ao do resveratrol.

Para ciéncia da concentragdo final de resveratrol por grama de folha, os

resultados foram calculados de acordo com Potrebko & Resurreccion (2009).
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3.4.2.5 Andlise dos resultados de conteudo de resveratrol

Para comparar a producdo de resveratrol utilizou-se um modelo linear misto. As
meédias foram comparadas através da Analise de Variancia atribuindo efeito aleatorio
entre os grupos de plantas ao longo do tempo (blocos), com o intuito de filtrar a
variabilidade observada devido a estas repeticdes. A andlise foi desenvolvida no
programa de linguagem estatistica R, livre para download no sitio http://www.r-

project.org/. O nivel de significancia adotado foi de 5%.
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3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados demonstram que todas as espécies induzidas produziram o
metabolito e as amostras controle tiveram niveis tdo baixos a ponto de ndo terem picos
detectados no aparelho (Anexo 1). Tal resultado mostra como a indugdo por UV foi
determinante na produgéo de resveratrol.

Os valores encontrados nas triplicatas biologicas do experimento de inducédo de
resveratrol por UV mostram que nao houve diferenca significativa entre elas (Anexo 1).
Diversos fatores influenciam a sintese de resveratrol pela planta como demonstrado em
varios estudos (Jeandet et al., 1991, Chung et al., 2001, Chung et al., 2003). Portanto,
nossos resultados demonstram que os experimentos foram realizados em condicGes
estaveis.

Os 17 gendtipos avaliados apresentaram diferentes concentracdes de resveratrol
mediante 0 mesmo estimulo (Figura 3). Os gendtipos apresentaram concentracdes que,
quando considerados os valores de significancia de concentragdes, puderam ser
divididos em cinco grupos: grupo A, composto por A. lignosa e A. triseminata; grupo B,
composto por A. palustris, A. praecox, A. glandulifera; grupo C, composto por A.
hypogaea CV Runner IAC 886 e A. krapovickasii; grupo D, composto por A. magna (V
14750), A. pintoi, A. magna (V14727), A. hypogaea cv. IAC Caiap0 e A. villosulicarpa;
grupo E, composto por A. magna (V14724), A. magna (V 13765), A. hoehnei (V 9140),
A. hoehnei (V 9094) e A. monticola.

A presenca de resveratrol em espécies de outras secdes do género ja era esperada
visto que existem evidéncias de grupos taxonémicos correlatos tém muitos compostos
bioquimicos em comum. Por exemplo, Wink (2003) avaliou os perfis de metabdlitos
secundarios de trés grandes familias de plantas (Fabaceae, Solanaceae e Lamiaceae) e
observou que ocorrem casos nos quais quase todos os membros de um clado
monofilético possuem composi¢fes quimicas muito semelhantes. Em se tratando de
resveratrol, sua presenca foi confirmada em dez espécies do género Vaccinium
(Rimando et al., 2004).
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Figura 3: ConcentracOes de resveratrol (ug/g de folha) em 17 amostras de 12 espécies
de Arachis. As barras indicam a concentragdo do metabdlito em micrograma por grama
de folha e as letras indicam diferenca significativa entre os gendtipos. Para calculo de
significancia foi utilizado o teste Anova.

Como pode ser observado na Figura 3, ndo houve agrupamento de gendtipos
diploides e tetraploides, isto é, as concentracdes de resveratrol variaram sem nenhuma
relacdo com seus niveis de ploidia. A analise metabolémica entre os diploides e
tetraploides sintéticos de Arabidopsis thaliana e Pyrus communis variedade sativa
mostrou que um pequeno numero de metabolitos diferem em suas quantidades entre
diploides e tetraploides, para ambas as espécies (Tsukaya et al., 2015). No estudo de
Caruso et al. (2013) foi observado que a poliploidizacdo de uma espécie silvestre de
batata (Solanum bulbocastanum) nao implicou em mudangas no perfil metabolico foliar,
sendo que o0s genotipos tetraploides apresentaram teores de metabdlitos semelhantes ou
inferiores em comparacdo com o progenitor diploide. Por outro lado, o contrério
também ja foi mostrado, onde poliploides apresentaram rendimento de biomassa e

compostos bioativos superiores em relacdo aos diploides (Xu et al., 2014). Por isso, um

43



conjunto maior de poliploides (auto e alopoliploides) deve ser analisado para que seja
realizada uma melhor avaliacdo sobre o impacto da poliploidizacdo na variagéo do teor
de resveratrol.

Secdo Arachis

Ampla variacdo foi observada quanto a producdo de resveratrol entre as oito
espécies da secdo Arachis avaliadas (Tabela 3). Nessa nova analise, A. magna V13765 e
A. magna V14724 passaram a fazer parte do mesmo grupo de significancia de A. magna
V14727 e Caiap0. Os demais acessos permaneceram sem alteracfes em relacdo aos

grupos de significancia.

Tabela 3: Média das concentragdes de resveratrol (ug/g) de espécies da segdo Arachis
por tipos de genoma avaliados. Médias indicadas pelas mesmas letras na mesma coluna
nao diferem (o <0,05) de acordo com o teste de Scott-Knott.

Espécie Genoma  Concentracéo de Resveratrol
A. palustris V14156 G 614,87
A. praecox V14682 G 567,25"
A. glandulifera V13738 D 525,18"
A. hypogaea AB 430,78
Runner IAC 886
A. krapovickasii W1291 K 429,948
A. magna V14750 B 305,08
A. magna V14727 B 299,63
A. hypogaea AB 273,18
IAC Caiap6
A. magna V13765 B 176,71°
A. magna V14724 B 184,99
A. hoehnei V9140 A 108,51°
A. hoehnei V9094 A 68,1°
A. monticola V14165 AB 67,02°

Os dados da Tabela 3 sugerem ndo haver relacdo entre tipo de genoma e teor de
resveratrol, pois nossos dados e os de Lopes et al. (2013) e Carvalho (2013) demostram
que, no geral, espécies de mesmo genoma ndo se agrupam em relacdo ao teor de

resveratrol. Apesar disso, sabe-se que o tipo de genoma € fundamental para obtencéo de
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hibridos férteis que podem ser cruzados com o amendoim, por isso a importancia da
analise de varios genomas.

Variagdes ndo significativas de concentracdo de resveratrol entre acessos de A.
hypogaea, A. magna e A. hoehnei foram detectadas e no caso dos acessos das duas
primeiras espécies, apresentaram concentracbes mais similares a de espécies de outras
secBes (Figura 3). Carvalho (2013) também observou diferenca significativa entre
quatro diferentes cultivares de A. hypogaea (Runner, IAC Caiap6, BR-1 e IAC Tatu) e
quatro acessos de A. stenosperma (A. stenosperma V10229, A. stenosperma V10309, A.
stenosperma V15076 e A. stenosperma S3712). Em relacdo aos acessos de A. magna e
A. hoehnei ndo houve variagéo significativa na producdo de resveratrol. Portanto, 0s
dados indicam que existe variagdo entre acessos e por isso a investigacdo de um maior
naumero de acessos/cultivares se faz necessario para que sejam identificados aqueles que
produzam mais resveratrol. Realizando assim a caracterizacdo quimica desses acessos,
contribuindo para descricdo e caracterizacdo desses recursos genéticos.

As espécies tetraploides da secdo Arachis apresentaram concentracdes de
resveratrol que foram significativamente diferentes. A cultivar de A. hypogaea Runner
(430,7 ug/g) teve média de concentracdo de resveratrol maior significativamente que a
cultivar IAC Caiap6 (273,18 pg/g) e A. monticola (67,01ug/g) teve a menor
concentracdo observada (Figura 3). Arachis monticola € a Unica espécie silvestre
tetraploide da secdo Arachis e é considerada bastante proxima de A. hypogaea, também
apresentando a formula genémica AABB (Krapovickas & Gregory 1994) e capacidade
de cruzamento com A. hypogaea (Raman, 1958; Pattee et al., 1998) e por isso €
apontado como o antepassado selvagem imediato de A. hypogaea (Seijo et al., 2004,
2007). Uma vez que A. monticola apresentou umas das menores concentracdes, 0s
resultados sugerem que o nivel de ploidia ndo teve impacto no aumento da concentracao
de resveratrol no amendoim, e pela variacdo observada entre os tetraploides (A.
monticola e cultivares de A. hypogaea), a selecdo para maiores niveis de resveratrol
pode ter acontecido ap0ds a origem de A. hypogaea, quando houve selecdo para maiores
niveis de resisténcia a estresses bidticos, o que certamente teve impacto nos niveis de
resveratrol, pois esse composto € uma fitoalexina.

No presente estudo, foi analisado apenas um acesso de A. monticola, o que ndo
permite inferéncia sobre o comportamento geral da espécie. Apesar disso, 0 menor teor

de resveratrol coincide com a baixa resisténcia de A. monticola a mancha preta e
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ferrugem (Pande & Rao, 2001). Arachis monticola também foi a espécie mais suscetivel
a acaros no estudo de Johnson et al. (1977). Em relacdo a Meloidogyne javanica, todos
0s cinco acessos de A. monticola estudados foram altamente suscetiveis, de modo que o
numero de galhas e ovos sobre as plantas foram maiores do que nas cultivares de
amendoim (Sharma et al., 1999).

Foi observada diferenca significativa entre as duas cultivares de A. hypogaea
analisadas (cultivar IAC Caiap6: 273,17 ug/g de resveratrol; Runner IAC 886: 430,69
Mg/g). Zorzete et al. (2011) compararam a presenca de resveratrol apos infeccdo por
fungos em IAC Caiap6 e Runner e em diferentes idades das plantas e encontraram
disparidades entre as concentracfes em cada cultivar, sendo que Runner IAC 886 teve
niveis médios de resveratrol, chegando a 90 pg/g, enquanto em IAC Caiapd a média dos
niveis atingiu 34,4 pg/g, concentracbes bem menores que as observadas em nosso
estudo. Uma explicacdo pode ser o fato de que a metodologia mais eficiente para
inducdo da producgdo de resveratrol em amendoim é por UV, como demonstrado por
Chung et al. (2003), inclusive quando comparada com a infeccdo por fungos. IAC
Caiap0 ja havia sido analisada também por Lopes et al. (2013) e o valor observado foi
de 668,7 pg/g, um valor acima do que obtivemos. As variagfes nas concentracfes de
resveratrol para mesma cultivar podem ser justificadas por diferencas nas idades da
planta e época em que o experimento foi realizado, pois por ser um metabolito
secundario, muitos sdo os fatores que podem influenciar sua sintese (Liu et al., 1998;
Kliebenstein et al., 2005; Achakzai et al., 2009) provocando a variacdo observada.

Os dois diferentes acessos avaliados de A. hoehnei apresentaram comportamento
similar quanto a produgdo de resveratrol e ndo houve diferenca significativa (A. hoehnei
V9094, 68,1 ug/g e A. hoehnei V9140 com 108,51ug/g) (tabela 3). A distribuicdo
geografica dos dois acessos de A. hoehnei analisados sdo similares, localizadas em
Corumba no estado do Mato Grosso do Sul (Krapovickas & Gregory, 1994), o que pode
ser indicativo de proximidade genética refletida em uma resposta semelhante quanto a
producdo da fitoalexina. Sharma et al. (1999) ao avaliarem resisténcia de varias espécies
de Arachis em relacdo a Meloidogyne javanica observaram que A. hoehnei ICG 8190
estava entre 0s acessos mais suscetiveis, apresentando danos em 50% da regido das
raizes.

Arachis magna teve quatro acessos avaliados quanto a concentracdo de

resveratrol, cujos teores variaram de 176,71 a 305,08 ug/g (acessos V13765 e V14750,
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respectivamente). Quando analisadas somente espécies da se¢do Arachis 0s quatro
acessos estudados encontram-se em mesmo grupo de significancia (tabela 3). Lopes et
al. (2013) avaliaram a concentracdo de resveratrol em folhas de A. magna KG30097,
sob 0 mesmo tratamento do presente trabalho, e encontraram concentracdo de 489,2
Mg/g. Tendo em vista a variagdo observada entre os quatro acessos de A. magna, o valor
de resveratrol maior observado por Lopes et al. (2013) pode ser devido ao fato de alta
variabilidade intraespecifica e 0 acesso KG 30097 ter maior potencial de producéo de
resveratrol.

Além das espécies de genoma A e B, foram analisadas nesse estudos espécies de
genomas K e D. Arachis krapovickasii, portadora do genoma K (Robledo & Seijo,
2010), apresentou 429,94g/g de resveratrol, que o colocou no segundo maior grupo de
significancia da producdo do metabdlito. No trabalho de Ramos (2007), esse mesmo
acesso se destacou como resistente a lagarta do cartucho. Lopes et al. (2013) analisaram
Arachis cruziana WI 1302-3 e A. batizocoi K9484, espécies também do genoma K
apresentando 564,67 pg/g e 524,54ug/g de resveratrol, respectivamente. As variagoes
de concentracdo de resveratrol entre espécies de mesmo genotipo mostra a necessidade
de investigacdo de um maior nimero de espécies para o potencial de producdo de
resveratrol.

Arachis palustris apresentou a maior concentracdo de resveratrol (614,8711u9/g)
e estd no mesmo grupo de significancia de A. praecox (567,25 ug/g), também do
genoma G (Silvestri et al., 2014), e A. glandulifera (525,18 pg/g) (genoma D, Stalker,
1991) (Figura 3). Isso demonstra que espécies com gendtipos diferentes aos presentes
em A. hypogaea, também apresentam potencial elevado de producao de resveratrol.

As espécies de genoma K e D, apesar de mais distantes de A. hypogaea, podem
também ser utilizadas como fontes de alelos, e isso provavelmente deve ocorrer via
genoma B, pois analises moleculares indicam afinidades entre os genomas D, B e G
(Tallury et al. 2005; Bechara et al. 2010).

SecOes Caulorrhizae, Extranervosae, Triseminatae e Procumbentes

Arachis pintoi (Caulorrhizae) apresentou 302,05 pg/g de resveratrol, sendo
classificada no quarto grupo de significancia (grupo D) (Figura 3) Essa espécie ja é
amplamente cultivada como forrageira em canteiros ornamentais, para contencdo de
solos e como pasto (Lascano & Thomas, 1988; Kartika et al., 2016). Identificar

resveratrol em A. pintoi e encontrar acessos com potencial de maior producdo da
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fitoalexina em estudo abre espaco para valorizar ainda mais essa espécie, pois sendo ja
cultivado em larga escala poderia ser uma fonte abundante de matéria prima para
extracdo de resveratrol. Existem muitos acessos disponiveis de A. pintoi além da outra
espécie da secdo, A. repens (Krapovickas & Gregory, 1994) e a caracterizagdo
molecular dos mesmos tem demonstrado grande variabilidade genética medida por
diferentes marcadores moleculares (Gimenes et al., 2000; Palmieri et al., 2005).
Portanto, possivelmente acessos com maiores teores podem ser encontrados.

Arachis villosulicarpa demonstrou que também tem potencial para a producéo
de resveratrol. Apesar dos niveis baixos do metabdlito (241,53ug/g), encontra-se no
mesmo grupo de significancia que a cultivar IAC Caiapé (grupo D) (Figura 3). Arachis
villosulicarpa pertence a secdo Extranervosae (Krapovickas & Gregory, 1994) e tem
como lugar de cultivo exclusivo algumas comunidades indigenas do noroeste do Mato
Grosso e em duas aldeias do Parque Indigena do Xingu, no nordeste do mesmo estado
(Freitas et al. 2003). A se¢do Extranervosae € distante da se¢do Arachis baseando-se em
evidencias fisioldgicas (Huang et al., 2012) e moleculares (Koppolu et al., 2010). Essa
distancia é refletida na cruzabilidade entre espécies da secdo Arachis e se¢do
Extranervosae que resultaram em hibridos de frutos maduros que contém somente
resquicios de sementes (Gregory & Gregory, 1979), o que limita o uso dessa espécie no
pré-melhoramento de A. hypogaea.

Em A. triseminata foi encontrada a segunda maior concentracdo de resveratrol
(745,41u9/9), estando no grupo A de significancia. Esse fato agrega valor a espécie que
ja apresenta potencial forrageiro reconhecido no exterior, mas ainda negligenciado no
Brasil (Valls & Santana, 2011). Arachis triseminata é a Unica espécie da secdo
Triseminatae, cuja distribuicdo se restringe ao estado da Bahia, sul do estado de
Pernambuco e ao norte do estado de Minas Gerais (Krapovickas & Gregory, 1994).
Evidéncias morfoldgicas (Krapovickas & Gregory, 1994) e moleculares (Friend et al.,
2010) também demonstraram que essa se¢do é distante da secdo Arachis, por isso sua
baixa participacdo em programas de pré-melhoramento.

O acesso V13570 de A. lignosa (Procumbentes) foi o que mais produziu
resveratrol nas condi¢des avaliadas (843,86 pg/g de folha). Esse valor é o maior mesmo
quando comparamos outros trabalhos que analisaram o potencial de producdo de
resveratrol mediante estimulo por UV em cultivares de amendoim (Tabela 4)

(Chukwumah et al., 2007), espécies silvestres de Arachis (Lopes, et al., 2013) e em uva
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(Douillet-Breuil et al., 1999). Esse resultado que agrega valor a essa espécie que nao é

cultivada em larga escala, valorizando o estudo e cultivo desse recurso genético.

Tabela 4: Comparacdo entre concentragdes de resveratrol. Fontes: Douillet-Breuil et al.,
1999; Chukwumah et al., 2007; Lopes et al., 2013; Carvalho 2017.

_ ' Tecido/ Concentracao
Referéncia Espécie . ~ de resveratrol
inducéo
(Hg/g)
Douillet-
Breuil et al., V. rupestris Folha, UV 750u9/g
1999
semente,
%?ZII(YV;&{;h A. hypogaea _sem 784ug/g
inducao
Lopes et al. I .
2013 ' kuhlmannii Folha, UV 808,75ug/g
V 9214
Ca2r\(;il7ho, A. lignosa Folha, UV 843,87ug/g
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3.6. CONCLUSAO

Os resultados discutidos permitem as seguintes conclusdes:

- Espécies de diferentes secdes do género Arachis sdo capazes de produzir
resveratrol, em diferentes concentracdes;

- Existe variacdo de concentracdes de resveratrol entre acessos de uma
mesma espécie do género Arachis;

- Existe variacdo de concentracdo de resveratrol entre cultivares de
amendoim;

- A espécie com maior concentracdo de resveratrol do género Arachis, até
0o momento identificada, € uma silvestre da sec¢do Procumbentes, Arachis
lignosa.

- A espécie com maior concentracdo de resveratrol da Secdo Arachis foi A.
palustris.
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CAPITULO 2:
Estudo do teor de resveratrol de hibridos interespecificos de Arachis e

seus parentais.
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RESUMO

O amendoim cultivado (A. hypogaea) é um tetraploide que se originou de um
evento de hibridizacéo entre dois diploides silvestres. Com base nisso, 0s programas de
pré-melhoramento de amendoim tém utilizado alotetraploides sintéticos, resultantes do
cruzamento entre espécies silvestres diploides da se¢do Arachis, que quando cruzados
com o amendoim resultam em hibridos férteis, permitindo a utilizacdo da ampla
variabilidade genética contida nas espécies silvestres. A caracterizacdo desses
anfidiploides é fundamental para o uso no melhoramento do amendoim e por isso eles
tém sido caracterizados morfologica, citologica, molecular, fitopatologicamente e
quimicamente. O objetivo foi caracterizar a concentragdo de resveratrol, um potente
antioxidante e fitoalexina, em tetraploides sintéticos e seus parentais. Foram analisados
cinco alotetraploides, seis espécies diploides, trés cultivares de A. hypogaea e trés
hibridos resultantes dos cruzamentos de dois alotetraploides com trés cultivares de A.
hypogaea. Folhas obtidas de plantas cultivadas por seis meses em casa de vegetacao
foram destacadas e submetidas a inducéo de resveratrol com luz UV. O experimento foi
conduzido em trés repeticdes bioldgicas e trés repeticdes analiticas. Resveratrol foi
encontrado em todos o0s gendétipos analisados tratados com UV, porém em
concentragOes variaveis (39,28ug/g a 742,95ug/g). A concentracdo de resveratrol nos
diploides silvestres variou de 39,3 a 438,85 g/g e nos alotetraploides sintéticos de 88,8
a 557,8ug/g. As maiores concentracdes foram observadas nos hibridos provenientes dos
cruzamentos entre alotetraploides com cultivares de A. hypogaea, sendo encontradas
concentracdes de 412,5 pg a 742,95ug de resveratrol por grama de folha, que em fungéo
da presenca de alelos de diferentes espécies, deve ter uma maior diversidade génica.
Portanto, os dados sugerem haver uma relacdo entre maior nivel de ploidia e maior nivel
de resveratrol e também um efeito positivo em funcdo da combinacdo de alelos de
diferentes espécies.

Palavras chave: Amendoim, fitoalexina, resveratrol.
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INTRODUCAO

O amendoim (Arachis hypogaea L.) é um tetraploide originado por hibridizagdo
das especies silvestres diploides A. duranensis e A. ipaénsis (Kochert et al., 1996;
Favero et al., 2009), as quais fazem parte da secdo Arachis, uma das nove se¢bes do
género Arachis (Krapovickas & Gregory 1994, Valls et al., 2013).

Com excecdo de A. monticola, que também é um tetraploide (Fernandez &
Krapovickas, 1994), as demais espécies da se¢do Arachis sdo diploides (Smartt et al.,
1978; Pefialoza & Valls 2005). Essas espécies silvestres fazem parte do pool génico
secundario de A. hypogaea (Stalker & Moss, 1987) e por isso tém sido caracterizadas e
avaliadas para varias caracteristicas de interesse agrondémico, como resisténcia a
estresses bioticos (Stalker, 1984; Varman et al., 2000; Pande & Rao, 2001) e estresses
abiodticos (Nautiyal et al., 2008). A identificacdo de acessos com caracteristicas de
interesse € importante na selecdo de gendtipos para serem usados em programas de
melhoramento.

A utilizacdo de espécies silvestres em programas de melhoramento de
amendoim, em funcdo da diferenca de ploidia, depende da obtencdo de poliploides
sintéticos. Esses tetraploides, quando cruzados com A. hypogaea, resultam em hibridos
férteis, permitindo assim a introgressdo de alelos das espécies silvestres no genoma de
A. hypogaea via recombinacéo. A obtengdo desses hibridos é realizada principalmente
cruzando-se uma espécie de genoma A com uma de genoma B, que resulta em um
hibrido estéril, que quando tetraploidizado com o uso de colchicina torna-se um
anfidiploide fértil (Simpson, 1991; 2001).

O amendoim e suas espécies relacionadas estdo entre as poucas espécies que
produzem resveratrol (Lanz et al., 1990; Sobolev & Cole, 1999; Arora et al., 1991;
Chen et al., 2002; Lu et al., 2015, Carvalho, 2013; Lopes et al., 2013). O resveratrol é
um potente antioxidante (Frankel et al., 1993) que pode contribuir no controle de
doencas cardiovasculares (Meng et al., 2014; Yang et al., 2016; Huang et al., 2016), na
recuperacdo de lesbes hepaticas (Li et al., 2014) e em alguns tipos de cancer (Fraser et
al., 2014; Mikami et al., 2016; Caddeo et al., 2016; Niedzwiecki et al., 2016). Além
disso, € uma fitoalexina associada a resisténcia a virus em A. hypogaea (Sobolev et al.,
2007) e tem presenca confirmada em algumas espeécies silvestres de Arachis (Lopes et
al., 2013; Carvalho 2013). Somando o beneficio nutracéutico com o de resisténcia,
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especies silvestres de Arachis com elevada concentracdo de resveratrol poderiam ser
utilizadas em programas de melhoramento.

Anfidiploides de Arachis tém sido caracterizados morfologicamente (Paula,
2015; Leal-Bertioli et al., 2012, 2017), molecularmente (Garcia et al., 1995; Burow et
al., 2001), fitopatologicamente (Favero et al.,2015; Michelotto et al., 2016, 2017) e
quimicamente (Isleib et al., 2004). Seria interessante que o estudo do contetdo quimico
de hibridos buscasse também avaliar concentragdes de metabolitos importantes como o
resveratrol. A avaliacdo do teor de resveratrol anfidiploides e seus genitores permitiria a
identificacdo daqueles com maior potencial para uso em programas de pré-
melhoramento.

O objetivo do presente trabalho foi caracterizar as concentragcdes de resveratrol
em cinco alotetraploides sintéticos, seus parentais silvestres diploides, trés cultivares de
A. hypogaea e os hibridos resultantes dos cruzamentos de dois h alotetraploides com A.

hypogaea.
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4.3. OBJETIVO GERAL

Avaliar as concentragdes de resveratrol em anfidiploides sintéticos, em espécies
silvestres de Arachis utilizadas como parentais, cultivares de A. hypogaea e em hibridos
resultantes dos cruzamentos entre dois alotetraploides com cultivares de A. hypogaea.

Objetivos especificos

- Avaliar a producdo de resveratrol em seis espécies silvestres do género
Arachis, secdo Arachis;

- Avaliar a producéo de resveratrol em cinco anfidiploides sintéticos;

- Avaliar a concentracédo de resveratrol em trés cultivares de A. hypogaea;

- Avaliar a concentragdo de resveratrol em trés hibridos resultantes dos
cruzamentos entre anfidiploides sintéticos e A. hypogaea.
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4.4 MATERIAL E METODOS
4.4.1 MATERIAL

Ao total, 17 genotipos foram analisados (tabela 5).

Tabela 5: Gendtipos avaliados em relacdo a concentracdo de resveratrol em folhas

induzidas por UV,

Espécie / hibridos Acesso Nivel de pIojdja e Formula

A. stenosperma V10309 Diploide, ,2?: =

A. villosa V12812 Diploide, AA

A. ipaénsis K30076 Diploide, BB

A. batizocoi K9484 Diploide, KK

A. gregoryi V6389 Diploide, BB

A. duranensis V14167 Diploide, AA

(A. ipaénsis X A. villosa)™ K30076 X V12812 Tetraploide, AABB
(A. gregoryi X A. stenosperma)™* V6389 X V10309 Tetraploide, AABB
(A. batizocoi X A. stenosperma)*®  K9484 X V10309 Tetraploide, AAKK
(A. batizocoi X A. duranensis)** K9484 X SeSn2848 Tetraploide, AAKK
(A. batizocoi X A. duranensis)** K9484 X V14167 Tetraploide, AAKK
A. hypogaea cv. IAC 505 Tetraploide, AABB
A. hypogaea Runner IAC 886 Tetraploide, AABB
A. hypogaea IAC Caiap6 Tetraploide, AABB

Runner 886 X [Runner 886 X (A.

batizocoi X A. stenosperma)™*]”

Runner 886 X [Runner 886 X (A.

batizocoi X A. stenosperma)**]”

IAC 505 X [(A. gregoryi X A.

Tetraploide, AABK

Tetraploide, AABK
Tetraploide, AABB

stenosperma)*]”
IAC 505 X [(A. gregoryi X A. Tetraploide, AABB
stenosperma)®™]"™ Tetraploide, AABK

IAC Caiapd X [ IAC Caiap6 X (A.

batizocoi X A. stenosperma)**]”

" Retrocruzamentos (RCy). ~ 1°- geracéo (Fy).

Em relacdo ao nivel de plidia, seis sd@o especies silvestres diploides, cinco

tetraploides sintéticos, trés cultivares de A. hypogaea, e trés hibridos resultantes dos
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cruzamentos entre A. hypogaea e anfidiploides sintéticos As espécies analisadas séo
possuidoras de genoma A (A. villosa, A. stenosperma, A. duranensis), de genoma B (A.
ipaénsis e A. gregoryi) e de genoma K (A. batizocoi). As cultivares de A. hypogaea
analisadas: IAC Caiapd, Runner IAC 886 e IAC 505. Todos os hibridos analisados
foram desenvolvidos por Santos (2013).

Os experimentos foram conduzidos na Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, Brasilia, DF. As plantas foram cultivadas durante o periodo de margo a
setembro de 2013.

4.4.2 METODOS

4.4.2.1 Inducdo da sintese de resveratrol por UV

Os experimentos foram realizados utilizando-se tecido foliar. Os tempos de
inducdo, de coleta pos-inducdo e o tratamento utilizado foram selecionados baseando-se
em dados da literatura (Chung et al., 2003; Zorzete et al., 2011).

As folhas de cada um dos genoétipos analisados foram coletadas em casa de
vegetacdo durante o0 més de setembro de 2013. As coletas seguidas de inducéo e analise
foram realizadas com intervalo de sete dias, consistindo nas repeticdes bioldgicas do
experimento (triplicatas bioldgicas). Depois de coletadas, as folhas foram armazenadas
em sacos plasticos e, no laboratoério, foram dispostas em bandejas revestidas com uma
camada de algoddo umedecida com 500 ml de agua, sob a qual foi colocada uma
camada de folhas de papel germitest. Parte das bandejas foram colocadas a 50 c¢cm
abaixo da luz ultravioleta (UV-C) (Fluxo Laminar: Trox Modelo FLV série: 235-81,
com Lampada Philips TUV 30W/ 630 TB LONGLIFE) luz por duas horas e trinta
minutos, enquanto as demais (grupo controle) ficaram em uma sala ao lado, livre da
radiacdo. Apds o periodo indicado, todas as bandejas foram reunidas em uma mesma
sala onde permaneceram por 15 horas a temperatura ambiente e protegidas da luz. Em
seguida as folhas de cada espécie foram divididas em aliquotas de 1g em trés tubos de
50 mL e protegidas da luz com papel aluminio. Cada tubo foi analisado representando
as triplicatas técnicas do experimento.

A cada experimento, todas as folhas de todos os gendtipos foram induzidas
simultaneamente. A cada nova inducdo, a disposicdo das folhas de cada espécie na
bandeja foi diferente, certificando que o local na bandeja ndo influenciaria na

intensidade da indugéo por UV e consequentemente nos resultados.
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4.4.2.2 Extracao de resveratrol

O protocolo para extracdo de resveratrol usado foi baseado em Potrebko &
Resurreccion (2009), com as modificagOes de Lopes (2011).

Todas as etapas da metodologia de extracdo de resveratrol foram protegidas da
luz e todas as amostras foram analisadas em triplicatas. As amostras (1 g de folha)
foram maceradas com auxilio de bastdo de vidro e nitrogénio liquido em tubos de 50
ml, nos quais tinham sido armazenadas. Apds a maceragdo foram adicionados 0,840 mL
de fenolftaleina (>98%, 2927-2835 pg/mL, Sigma-Aldrich) como padréo interno e 10
mL de alcool etilico 80%. A extracdo foi realizada com auxilio de homogeneizador de
tecidos (Polytron®) por 2 minutos a 20.000 rpm. As fases foram separadas em
centrifuga a 10.000 rpm, 25°C por 10 minutos e a fase liquida foi transferida para um
novo tubo. Ao tubo contendo restos solidos de folhas foram adicionados 5 mL de &lcool
80%, misturado com auxilio de vortex por 2 minutos e entdo, centrifugado por 5
minutos. O sobrenadante foi transferido para novo tudo e a ele foram adicionados 5 mL
de Alcool Etilico 80%, sendo repetido o procedimento anterior.

A limpeza da amostra foi realizada adicionando-se 20 mL de hexano (Merck) a
cada frasco, que foram agitados manualmente de modo que as duas fases se
misturassem de forma eficiente. Em seguida cada frasco foi mantido em repouso por
aproximadamente um minuto para a separacdo das fases. A fase superior, que
apresentou coloracdo verde intensa pela presenca de clorofila, foi extraida
cuidadosamente da mistura com auxilio de uma pipeta de Pasteur e descartada. O
procedimento de limpeza do extrato foi repetido duas vezes utilizando-se 10 mL de
hexano. Em seguida o hexano foi evaporado em chapa quente (60 °C) e jato de gas
nitrogénio (1 hora e 30 minutos). Os frascos (encobertos em papel aluminio) contendo o
residuo seco foram tampados e estocados por 24 h a -20°C para posterior analise em
CLAE (HPLC- High Performance Liquide Chromatography).

4.4.2.3 Preparo das amostras para inje¢ao por HPLC

Antes da injecdo por HPLC, o residuo seco foi reconstituido com 6,8 mL de
Alcool Etilico 15%. O frasco foi vortexado por 1 minuto para que O extrato
desprendesse totalmente da parede do tubo e entdo submetido a banho de ultrassom,
onde permaneceu por gquatro minutos. O procedimento foi repetido para assegurar a
total recuperacdo do extrato. Em seguida, a amostra foi transferida para microtubos tipo
eppendorf de 2,0 mL e centrifugado por 15 minutos a 25 °C a 13.400 rpm. O
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sobrenadante do material centrifugado foi acondicionado em frasco de 2 mL, e

posteriormente utilizado para injecdo em cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia

(CLAE, Varian®), com bomba ternéria, mostrador automatico e detector de arranjo de

fotodiodos acoplados (PDA Varian® PS-240/PS-410/ PS-335/Software Galaxie 1.9).
4.4.2.4 Andlise por HPLC

A coluna utilizada foi a C18 Zorbax XDB Agilent (250 x 4,6 mm, Sum), sem
coluna de guarda e como fase movel foi empregada acetonitrila e solugdo aquosa de
acido fosforico 0,02% (J.T.Baker). As condicGes de analise foram: acetonitrila durante
10 minutos a 13 %; 6 a 9 minutos a 15 %; 17 minutos a 17 %; 28 a 33 minutos a 28 %;
40 minutos a 50 %; 45 minutos a 60%; 46 a 48 minutos a 80 %; 49-54 minutos a 13%;
fluxo de 1,0 mL/minuto. A absor¢do UV foi monitorada a 308 nm, 280 nm e também no
comprimento de maxima absorc¢éo de cada eluente (DAD). O volume de injecdo de cada
amostra foi de 10 pL.

O pico do resveratrol no extrato foi identificado por comparagéo com o tempo de
retencdo do padrdo comercial adquirido. As solucGes padréo de resveratrol (>99%, 230-
240 pg/mL, Sigma-Aldrich) e fenolftaleina (>98%,2927-2835 pg/mL, Sigma-Aldrich)
foram injetadas diariamente para verificacdo das areas. Outras formas de identificacdo
foram o espectro fornecido pelo detector de arranjo de diodos, e a quantificacdo foi
realizada pela co-eluigdo com o padrdo de resveratrol e comparagdo dos cromatogramas
das amostras induzidas e controle, visto que ap6s inducédo por UV ocorreu um aumento
expressivo do pico no tempo de retencdo correspondente ao do resveratrol.

Para ciéncia da concentragdo final de resveratrol por grama de folha, os
resultados foram calculados de acordo com Potrebko & Resurreccion (2009).

4.4.2.5 Andlise dos resultados de conteudo de resveratrol

Foi utilizado um modelo linear misto para comparar a producdo de resveratrol
entre as amostras. As médias foram comparadas por meio de Andlise de Variancia,
atribuindo-se efeito aleatdrio entre os grupos de plantas ao longo do tempo (blocos),
com o intuito de filtrar a variabilidade observada devido a estas repeti¢des. A analise foi
desenvolvida no programa de linguagem estatistica R, livre para download no sitio

http://www.r-project.org/. O nivel de significancia adotado foi de 5%.
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4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO
Todos os gendtipos avaliados foram capazes de produzir resveratrol mediante
estimulo com UV (tabela 6). JA nas amostras controle ndo foi encontrada nenhuma

concentracdo de resveratrol.

Tabela 6: Concentracdo de resveratrol em pg/g de folha de anfidiploides sintéticos, em
espécies silvestres de Arachis utilizadas como parentais, cultivares de A. hypogaea e
hibridos resultantes dos cruzamentos entre alotetraploides.

Espécie / hibridos Acesso Resv.

[gla] Desv. Pad.
A. stenosperma V10309 39,28 6,49
A. villosa V12812 65,41 25,3
A. ipaénsis K30076 93,1 40,46
A. batizocoi K9484 198,28 143,34
A. gregoryi V6389 392,81 24,37
A. duranensis V14167 438,84 95,26
(A. ipaénsis X A. villosa)** K30076 X V12812 88,86 33,25
(A. gregoryi X A. stenosperma)™” V6389 X V10309 261,62 50,79
(A. batizocoi X A. stenosperma)*®  K9484 X V10309 290,04 71,39
(A. batizocoi X A. duranensis)™* K9484 X SV2848 513,28 108,67
(A. batizocoi X A. duranensis)** K9484 X SeSn14167 626,98 125,25
A. hypogaea cv. IAC 505 246,55 65
A. hypogaea cv. Runner IAC 886 275,22 67,67
A. hypogaea cv. IAC Caiap6 558,49 61,07
Runner 886 X [Runner 886 X (A. 351,72 125,6
batizocoi X A. stenosperma)**]”
IAC 505 X [(A. gregoryi X A. 526,83 78,29
stenosperma)*]”
IAC Caiap6 X [ IAC Caiapé X (A. 742,95 89,7

batizocoi X A. stenosperma)*]”

"RC1F1

O teor de resveratrol encontrado nas seis espécies silvestres diploides analisadas
variou de 39,29 pg/g no acesso V10309 de A. stenosperma a 438,85 pg/g no acesso
V14167 de A. duranensis (tabela 6).

60



Foram observadas variacbes no teor de resveratrol de quatro gendtipos que
também foram avaliados por Lopes et al. (2013) em folhas de espécies apos tratamento
com UV. No estudo de 2013, A. gregoryi V6389 e a cultivar IAC Caiapd apresentaram
concentracdes de resveratrol de 370,01ug/g e 668,7 ug/g, respectivamente, resultados
muito similares aos encontrados no presente estudo (A. gregoryi V6389: 392,81 ug/g;
cultivar IAC Caiapd: 558,49 pg/g). O mesmo estudo também avaliou A. batizocoi
K9484 e A. ipaénsis K30076, que apresentaram concentragdes maiores (524,5 e 314,0
Mg/g, respectivamente) do que os encontrados aqui (198,28 ug/g e 93,1 ug/g,
respectivamente). Essa variacdo ampla entre os dois experimentos pode ser explicada
pelo fato do resveratrol ser uma fitoalexina que responde a vérios estimulos, como, por
exemplo, no caso diferengas na época do ano no qual as plantas foram cultivadas e a
idade das plantas utilizadas para coleta de folhas.

Arachis stenosperma V10309 e A. duranensis V14167 em estudo anterior
apresentaram concentragdes de resveratrol de 512,56 e 371,97 pg/g respectivamente
(Carvalho, 2013). Comparando-se com o presente estudo, é possivel observar
similaridade em relacdo a A duranensis, porém grande diferenca em relacdo a
A.stenosperma (aqui A. duranensis V14167 com 438,84 ug/g e A. stenosperma V10309
com 39 ug/g).

As diferengas de concentracGes de resveratrol em relacdo a outros estudos
podem ser justificadas pelo fato de se tratar de um metabdlito secundario, que por sua
vez tem alteracdes na producdo devido a variagdes de temperatura ambiente (Wang &
Zheng, 2001), da idade da planta (Jeandet et al., 1991; Chung et al., 2001), da
disponibilidade de agua no solo (Esteban et al., 2001), da estacdo do cultivo da planta
(Chen et al., 2002), entre outros. Em nosso experimento, as plantas foram cultivadas em
casa de vegetacao na tentativa de controlar fatores como ataque de pragas.

A variacdo no teor de resveratrol entre os alotetraploides sintéticos foi de 88,86
pg/g para A. ipaénsis K30076 x A. villosa V12812 a 626,98 ug/g para A. batizocoi
K9484 x A. duranensis V14167. O hibrido A. ipaénsis x A. villosa, com 88,86g/g, teve
parentais que apresentaram a segunda e terceira menores concentracfes de resveratrol
(65,41 po/g e 93,1 pg/g em A. villosa V12812 e A. ipaénsis K30076 respectivamente),
correspondendo com o anfidiploide sintético que eles sdo parentais. J& o anfidiploide
que apresentou maior concentracdo teve como parental A. batizocoi K9484
(198,28uug/g) e A. duranensis V14167 (438,84 ug/g), que apresentou a maior
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concentracdo entre os acessos de espécies diploides analisadas (tabela 6). Tendo em
vista que todos os alotetraploides foram obtidos a partir do cruzamento de duas
espécies, observamos que os hibridos mais produtivos resultaram dos cruzamentos entre
parentais com maiores teores de resveratrol. Assim, podemos inferir que as
composicdes alélicas podem estar relacionadas com o potencial de producdo de
resveratrol.

Os resultados demonstram que a poliploidia teve um efeito positivo no teor de
resveratrol, pois as espécies diploides apresentam em média menos resveratrol (Tabela
6). Quando as médias de resveratrol sdo avaliadas levando-se em conta a ploidia (Tabela
6), poliploides apresentam concentracOes significativamente maiores do que diploides.
O efeito da poliploidizagdo tem sido estudado em Arachis comparando-se diploides e
anfidiploides sintéticos. Por exemplo, a morfologia foliar se apresentou semelhante
guando comparados anfidiploides sintéticos e parentais de Arachis no estudo de Kumari
et al. (2014), no qual também foi observado um aumento de resisténcia a doencas
foliares nos anfidiploides sintéticos em relacdo aos parentais. Mallikarjuna et al. (2012)
estudando mancha preta em amendoim cultivado, em espécies silvestres de Arachis e
em hibridos provenientes dos cruzamentos entre os diploides, observaram que hibridos
se destacavam quanto a resisténcia em relagdo aos demais genotipos, inclusive em
relacdo aos diploides silvestres. Resultados semelhantes foram encontrados no trabalho
de Leal-Bertioli et al. (2017), onde espécies silvestres, anfidiploides sintéticos e
hibridos provenientes do cruzamento com A. hypogaea demonstraram maior resisténcia
a doencas flangicas em relacdo a cultivares de A. hypogaea. Portanto, como nos estudos
prévios citados, os resultados indicam a poliploidizacéo pode ter interferido no aumento

do potencial de producéo de resveratrol.

Tabela 7: Producdo de resveratrol nos diferentes tipos de genotipos avaliados por nivel
de significancia entre os grupos. A analise foi feita com Teste de Scott-Knott a 5%.

Genotipos Resveratrol SK (%)
(Lg/g)
Hibridos Anfidiploides x A. hypogaea 540,50 a
Anfidiploides sintéticos 356,16 b
Cultivares de A. hypogaea 355,82 b
Diploides silvestres 192,80 c
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Das trés cultivares de A. hypogaea avaliadas, IAC Caiap0 foi a que apresentou a
maior concentracdo, com 558,48ug/g, seguida pela cultivar Runner 886b com 275,22
Mg/g e a cultivar 505 com 246,55 pg/g. Sanders et al. (2000) encontraram diferengas
significativas de resveratrol em quatro cultivares de A. hypogaea ao analisarem
sementes sem nenhum tipo de tratamento. VariacGes significativas de resveratrol,
medido por HPLC, em sementes de 20 cultivares de amendoim também foram
observadas por Wang & Pittman (2009). Variagfes de concentracdo de resveratrol
também foram encontradas em raizes de cultivares de amendoim (Chen et al., 2002).
Além disso, Caiapd, a cultivar com maior concentracdo de resveratrol, se destacou na
producdo do metabdlito em estudo anterior quando comparado com a cultivar Runner
IAC 886 (Zorzete et al., 2011) e se destacou como menos suscetivel a infeccdo por
Enneothrips (Moraes et al., 2005). Tendo em vista que o resveratrol é uma fitoalexina,
cultivares com maiores concentracfes desse metabolito podem apresentar melhores
respostas contra estresses e, consequentemente, mais resistentes.

Apesar de no presente estudo os tetraploides sintéticos ndo apresentarem
diferencas significativas de resveratrol em relacdo ao natural A. hypogaea (tabela 7), um
estudo que comparou a resisténcia a mancha preta (causada por Phaeoisariopsis
personata) apontou que alopoliploides sintéticos desenvolvidos a partir do cruzamento
entre espécies silvestres de Arachis, podem se mostrar mais resistentes do que A.
hypogaea (Mallikarjuna et al., 2012). O mesmo também foi observado em relacdo a
resisténcia a mancha preta, mancha castanha, tripes e ferrugem, que foi maior em
alopoliploides sintéticos do que em cultivares de A. hypogaea (Michelotto et al., 2015,
2016, 2017).

Os hibridos resultantes dos cruzamentos entre A. hypogaea e alotetraploides
apresentaram diferencas significativas em relacdo as demais amostras analisadas,
possuindo as maiores médias de resveratrol (tabela 7). O hibrido Runner IAC 886 X
[Runner IAC 886 X (A. batizocoi K9484 X A. stenosperma V10309) *¥] foi o que
apresentou menor concentracdo (245,55ug/g) e o hibrido IAC Caiap6 X [IAC Caiap6 X
(A. batizocoi K9484 X A. stenosperma V10309)*%], o maior (558,49 pg/g), e IAC 505 X
(A. gregoryi V6389 X A. stenosperma V10308)** apresentou concentracéo de 526,83
Mg/g. Os cruzamentos com o alotetraploide A. batizocoi K9484 X A. stenosperma
V10309 tiveram como diferenca apenas as cultivares de amendoim utilizadas, ou seja,

Runner 886, com concentracdo de resveratrol de 275,22 pg/g, e IAC Caiapd, que foi a
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cultivar com maiores concentracdes de resveratrol (558,49ug/g). Os dados sugerem que
0 gendtipo de A. hypogaea pode influenciar no teor de resveratrol nos hibridos e que o
cruzamento com hibridos de espécies silvestres podem aumentar significativamente a
concentracdo de resveratrol no amendoim (tabela 7). O uso de cruzamentos de A.
hypogaea com alotetraploides de Arachis ja foram relatados inclusive para aumentar a
concentracdo de flavonoides responsaveis pela mortalidade larval de Spodoptera litura
(Mallikarjuna et al., 2004), comprovando a eficécia do uso de espécies silvestres para o
melhoramento do amendoim cultivado.

A diferenca entre os dois tipos de poliploides analisados (anfidiploides e
hibridos resultantes do cruzamento entre anfidiploides e A. hypogaea) sugere que a
combinagéo entre alelos de silvestres e do cultivado tem um efeito positivo no aumento
do resveratrol. Do ponto de vista pratico, os dados sugerem que a mensuracdo do
potencial uso de uma espécie diploide e de um anfidiploide deve levar em consideracao
os resultados obtidos com os hibridos provenientes do cruzamento destes e ndo apenas
0s resultados obtidos a partir da avaliagdo individual.
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4.6. CONCLUSAO

Os resultados discutidos permitem as seguintes conclusoes:

- Todos os genotipos avaliados que foram tratados por UV foram capazes de
produzir resveratrol,

- A concentracdo de resveratrol na maioria dos anfidiploides sintéticos €
significativamente maior em relacdo aos parentais silvestres diploides utilizadas;

- A concentracdo de resveratrol nos hibridos resultantes do cruzamento entre
anfidiploides e A. hypogaea foi significativamente maior que nos anfidiploides,
sugerindo que a combinacdo entre alelos de silvestres e do cultivado tem um efeito
positivo no aumento do resveratrol.

— O genotipo de A. hypogaea pode influenciar no teor de resveratrol dos hibridos

resultantes do cruzamento entre anfidiploides e A. hypogaea.
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CAPITULO 3:
Andlise paralela de transcritos de Resveratrol sintase e resveratrol em espécies
diploides e tetraploides do género Arachis.
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RESUMO

O resveratrol é uma fitoalexina, produzida por um ndmero restrito de plantas,
que também apresenta atividade antioxidante, o que o torna com grande potencial de
uso em tratamentos contra cancer e doencas cardiovasculares. A biossintese do
resveratrol é desencadeada por um sinal quimico, gerado em funcéo de algum tipo de
estresse sofrido pela planta, que induz o aumento da expressdo do gene Resveratrol
sintase (RS), o qual promove o acumulo de mRNA e consequentemente da enzima
resveratrol sintase, que atua na sintese do resveratrol. O amendoim cultivado é uma das
espécies capazes de produzir resveratrol. Além disso, especies silvestres do género
também se mostraram capazes de produzir resveratrol mediante estimulo por raios
ultravioleta (UV). O presente trabalho tem como objetivo avaliar comportamento de
transcritos de RS e a producdo resveratrol em cinco diferentes genotipos, incluindo
espécies silvestres de Arachis e uma cultivar de amendoim. Folhas foram destacadas e
submetidas a luz ultravioleta (UV) por 2h e 30min. Foram realizadas coletas nos
seguintes tempos ap0ds indugdo por UV: 0 hora (Ohpi); 7 horas (7hpi); 15 horas (15hpi);
e 24 horas (24hpi). A producdo de resveratrol foi crescente entre 0s quatro tempos de
coleta, tendo concentracdo minima em Ohpi de 9,31ug/g em Runner 886 e maxima no
tempo 24hpi com concentracdo de 419,08 pg/g em A. duranensis V14167. O
comportamento crescente na producdo de resveratrol sé teve como excec¢do a cultivar
Runner 886, em que houve uma pequena reducdo entre os tempos 15hpi e 24hpi
(valores ndo significativos). A expressao relativa de RS foi positiva significativamente
para todas as amostras e teve comportamento decrescente entre os quatro tempos de
coleta avaliados, com excecdo de Runner 886, que apresentou pequeno aumento entre 0
e 7hpi. A expressao minima foi de 14,43 no tempo 24hpi para o anfidiploide sintético
(K30076 X V14167) e a maxima foi de 3.828,14 no tempo de Ohpi para A. stenosperma.
Os dados sugerem que a expressdo do gene é imediata e atinge seu maximo logo apds o
estimulo. Em conseguinte, a resposta metabolica é mais espagada em rela¢do ao término
do estimulo, atingindo seu pico em 24hpi. O conhecimento melhorado da producéo de
resveratrol deve facilitar a utilizacdo desses recursos genéticos para 0 uso em programas
de melhoramento para o desenvolvimento de uma variedade com alto valor nutricional e
resisténcia a doencas.

Palavras-chave: Resveratrol, Resveratrol sintase, Expresséo génica relativa, Arachis.
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INTRODUCAO

O amendoim cultivado (Arachis hypogaea) e espécies silvestres de Arachis sdo
capazes de produzir resveratrol (Chung et al., 2003; Tang et al., 2010; Lopes et al.,
2011, Carvalho, 2013), uma fitoalexina produzida mediante estresse bidtico e abidtico
(Chung et al., 2003; Sobolev et al., 2007; Zorzete et al., 2011), que apresenta atividade
antioxidante (Frémont, 2000). Estudos demonstram potencial uso do resveratrol em
tratamentos contra doencas cardiacas (Meng et al., 2014; Huang, et al., 2017) e cancer
(Kim, et al., 2016; Singh et al., 2016).

A fitoalexina resveratrol € sintetizada em uma via biossintética cujo ultimo passo
¢ catalisado pela enzima resveratrol sintase (Lanz et al., 1990). Essa enzima foi
primeiramente extraida e purificada a partir de culturas de suspensdo celular estressadas
de amendoim (Schoppner & Kindl, 1984), sendo observada posteriormente em Vvarios
outros tecidos (Chung et al., 2003; Chang et al., 2006; Tang et al., 2010).

A expressao de RS foi estudada em A. hypogaea por meio da analise de varios
tecidos (Ingham et al., 1976; Dorner et al., 1989; Lee et al., 2004; Liu et al., 2003) e
diferentes inducgdes (Chung et al., 2003; Tang et al., 2010), que demonstraram que as
concentracdes de transcritos variam em funcdo do tecido e tempo apds inducdo. O
acumulo de resveratrol em A. hypogaea foi correlacionado ao aumento do mRNA de RS
indicando controle transcricional desse gene (Chung et al., 2003). Carvalho (2013)
demonstrou que o acimulo de transcritos de RS variou entre diferentes espécies da
secdo Arachis e que o aumento do valor de transcrito nem sempre corresponde a um
aumento na producdo do metabdlito. Esses dados sugerem que cada espécie pode
apresentar seu singular tempo 6timo de expressdo do gene e producdo de resveratrol.
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5.3 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo avaliar o comportamento de transcritos
de Resveratrol sintase em relagdo a producdo resveratrol em genotipos diploides e
tetraploides de Arachis a fim de caracterizar o comportamento do gene RS.

Objetivos especificos

- Avaliar a producéo de resveratrol por meio de HPLC em A. stenosperma, A.
ipaénsis, A. duranensis. A. hypogaea e um anfidiploide sintético (K30076 X V14167),
em cinco diferentes tempos de coleta apds tratamento com UV;

- Avaliar a expressao do gene RS por meio de RT-gPCR em A. stenosperma, A.
ipaénsis, A. duranensis. A. hypogaea e um anfidiploide sintético (K30076 X V14167)
apos tratamento com UV em cinco diferentes tempos de coleta;

- Comparar os dados de HPLC e RT-gPCR e observar o comportamento do gene

em relacdo ao resveratrol em cada espécie em cada tempo de coleta.
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5.4 MATERIAL E METODOS

5.4.1 MATERIAL

Foram cultivados, induzidos e analisados cinco genotipos do género Arachis: A.
hypogaea (cultivar IAC Runner 886, genoma AABB), A. ipaénsis (acesso KGPScS
30076, genoma BB) A. duranensis (acesso VNVEv 14167, genoma AA), A.
stenosperma (acesso V10309, genoma AA) e um anfidiploide sintético originado pelo
cruzamento artificial do acesso KGPScS 30076 de A. ipaénsis e VNVEv 14167 de A.
duranensis (genoma AABB). As sementes foram obtidas no Banco Ativo de
Germoplasma de Arachis da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia —
DF, Brasil.

As plantas foram cultivadas no periodo de agosto a outubro de 2014 em casa de
vegetacdo. Folhas foram coletadas, induzidas por UV e congeladas nos meses de
outubro e novembro de 2014. As analises moleculares com o material congelado foram
realizadas durante os anos de 2015 e 2016 na Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, Brasilia, DF.

5.4.2. METODOS

5.4.2.1 Inducdo da sintese de resveratrol por UV

Folhas de 15 plantas de cada um dos gendtipos analisados foram coletadas em
casa de vegetacdo durante os meses de outubro e novembro de 2014. O experimento foi
repetido trés vezes com intervalo de sete dias. Para amostras controle, foram coletadas
de cada genotipo oito gramas de folhas, armazenadas em freezer -80 °C para posterior
andlise. As folhas a serem tratadas com UV, cerca de 32 g de cada amostra, foram
coletadas em casa de vegetacdo, armazenadas em sacos e no laboratdrio foram dispostas
em quatro bandejas revestidas com uma camada de algoddo umedecida com 500 ml de
agua, sob a qual foi colocada uma camada de folhas de papel germitest. As bandejas
foram colocadas a 50 cm abaixo da luz ultravioleta (UV-C) (Fluxo Laminar: Trox
Modelo FLV série: 235-81, com Lampada Philips TUV 30W/ 630 TB LONGLIFE) por
duas horas e trinta minutos. Apos a inducdo por UV, foram realizadas coletas das folhas
nos seguintes tempos: 0 hora (Ohpi); 7 horas (7hpi); 15 horas (15hpi) e 24 horas (24hpi)
(Figura 4). A cada coleta ap6s a indugdo com UV, 6g de folhas de cada gendtipo foram
acondicionadas em tubos de 50 ml protegidos da luz com papel aluminio para analise da
concentracdo de resveratrol e expressdo do gene RS. Estas foram congeladas em
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nitrogénio liquido e armazenadas em freezer -80° C até o momento das analises
laboratoriais.

A cada nova inducgdo, a disposicdo das folhas de cada espécie na bandeja foi
diferente, certificando que o local na bandeja ndo influenciaria na intensidade da

inducdo por UV e consequentemente nos resultados.

Coletade
folhas de cada
gendtipo

Preparo das
bandejas
para indugdo

Indugdo por UV
por 2hs e 30 min.

Amostras mantidas nas
bandejas e protegidas da luz

[—
Coleta basal Coleta Coleta Coleta Coleta
(controle) Ohpi 7hpi 15hpi 24hpi

Tempos de
coleta

Figura 4: Esquema dos processos realizados no experimento utilizando folhas de
Arachis hypogaea cv. Runner 886, A. duranensis, A. ipaénsis, A. stenosperma e
anfidiploide sintético (K30076 X V14167) para avaliacdo da producdo de resveratrol e
expressao de Resveratrol sintase.

5.4.2.2 Extracao de resveratrol

O protocolo para extracdo de resveratrol foi baseado em Potrebko &
Resurreccion (2009), com as modificagfes de Lopes (2011). As amostras de cada tubo
(1 g de folha) foram maceradas com auxilio de bastéo de vidro e nitrogénio liquido e em
seguida foram adicionados 0,840 mL de fenolftaleina (>98%,2927-2835 pg/mL, Sigma-
Aldrich), como padrao interno, e 10 mL de alcool Etilico 80%. A extracao foi realizada
com auxilio de homogeneizador de tecidos (Polytron®) por 2 minutos a 20.000 rpm. As
fases foram separadas em centrifuga a 10.000 rpm, 25°C por 10 minutos e a fase liquida
foi transferida para outro tubo. Ao tubo contendo restos solidos de folhas, foram
adicionado 5 mL de &lcool etilico Alcool Etilico 80%, misturado com auxilio de vortex
por dois minutos e centrifugado novamente. Esse procedimento foi repetido trés vezes.

Para a limpeza da amostra, foram adicionados 20 mL de hexano (Merck). O

frasco foi agitado manualmente, de modo que as duas fases se misturassem
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completamente. Em seguida, o frasco foi mantido em repouso por aproximadamente um
minuto para a separacdo das fases. A fase superior, que apresentou coloragdo verde
intensa pela presenca de clorofila, foi descartada cuidadosamente com auxilio de uma
pipeta de Pasteur. O procedimento de limpeza do extrato foi repetido mais uma vez,
utilizando-se 10 mL de hexano. Em seguida o solvente foi evaporado em chapa quente
(60 °C) e jato de gés nitrogénio (1h:30 min). Os frascos (encobertos em papel aluminio)
contendo o residuo seco foram tampados e estocados por 24 h a -20°C para posterior
analise por CLAE (HPLC- High Performance Liquide Chromatography).

5.4.2.3 Preparo das amostras para injecdo por HPLC

Antes da injecdo por HPLC, o residuo seco foi reconstituido com 6,8 mL de
alcool etilico Alcool Etilico 15%. O frasco foi vortexado por 1 minuto para que 0
extrato desprendesse totalmente da parede do tubo e entdo submetido a banho de
ultrassom onde permaneceu por quatro minutos. O procedimento foi repetido para
assegurar a total recuperacdo do extrato. Em seguida, a amostra foi transferida para
microtubos tipo eppendorf de 2,0 mL e centrifugado por 15 minutos a 25 °C a 13.400
rpm. O sobrenadante do material centrifugado foi acondicionado em frasco de 2 mL, e
posteriormente utilizado para injecdo em cromatografo liquido de alta eficiéncia
(CLAE, Varian®), com bomba ternaria, mostrador automatico e detector de arranjo de
fotodiodos acoplados (PDA Varian® PS-240/PS-410/ PS-335/Software Galaxie 1.9).

5.4.2.4 Andlise por HPLC

A coluna utilizada foi a C18 Zorbax XDB Agilent (250 x 4,6 mm, Sum), sem
coluna de guarda. Como fase moével foi empregada acetonitrila e solu¢do aquosa de
acido fosférico 0,02% (J.T.Baker). As condicdes de analise foram: acetonitrila durante 0
minutos a 13 %; durante 6-9 minutos a 15 %; por 17 minutos a 17 %; durante 28-33
minutos a 28 %; durante 40 minutos a 50 %; durante 45 minutos a 60 %; durante 46-48
minutos a 80 %; durante 49-54 minutos a 13%; fluxo de 1,0 mL/minuto. A absor¢do UV
foi monitorada a 308 nm, 280 nm e também no comprimento de maxima absorcao de
cada eluente (DAD); o volume de extrato injetado no aparelho foi de 10 uL.

O pico do resveratrol no extrato foi identificado por comparagéo com o tempo de
retencdo do padrdo comercial adquirido. As solucGes padréo de resveratrol (>99%, 230-
240 pg/mL, Sigma-Aldrich) e fenolftaleina (>98%,2927-2835 pg/mL, Sigma-Aldrich)
foram injetadas diariamente para verificagdo das areas. Outras formas de identificagcdo

foram o espectro fornecido pelo detector de arranjo de diodos, e a quantificacdo foi
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realizada pela co-eluigdo com o padrdo de resveratrol e comparagdo dos cromatogramas
das amostras induzidas e controle, visto que ap6s inducdo por UV ocorreu um aumento
expressivo do pico no tempo de retencdo correspondente ao do resveratrol.

Para ciéncia da concentracdo final de resveratrol por grama de folha, os
resultados foram calculados de acordo com Potrebko & Resurreccion (2009).

5.4.2.5 Anélise dos resultados de conteudo de resveratrol

Para comparar a producdo de resveratrol utilizou-se um modelo linear misto. As
médias foram comparadas através da Analise de Variancia atribuindo efeito aleatorio
entre os grupos de plantas ao longo do tempo (blocos), com o intuito de filtrar a
variabilidade observada devido a estas repeticdes. A andlise foi desenvolvida no
programa de linguagem estatistica R, livre para download no sitio http://www.r-
project.org/. O nivel de significancia adotado foi de 5%.

5.4.2.6 Extracdo de RNA Total

O protocolo de extracdo de RNA foi baseado em Chang et al. (1993). Foram
extraidos RNAs totais de folhas de Arachis congeladas a -80°C. O material vegetal (19)
foi triturado com nitrogénio liquido e logo em seguida foram adicionados 900 pL de
tampdo de extracdo (2% CTAB, 2% PVP, 100 mM Tris-HCI pH 8.0, 25mM EDTA,
2mM NaCl, 0,5 g/L espermidina, gua DEPC e beta-mercaptoetanol a 2% adicionado
ao tampdo imediatamente antes do uso) pré-aquecido durante cinco minutos. Os tubos
foram misturados em vortex e incubados em banho-maria a 60°C por 10 minutos. Para
separar a solugdo em fases aquosa e organica foi adicionado 700 puL de CIA (24
Cloroférmio: 1 alcool isoamilico), misturado e centrifugado a 13.000 rpm por 10
minutos a 4°C. O sobrenadante, fase aquosa contendo o RNA, foi transferido para outro
tubo e o procedimento descrito logo acima foi repetido mais uma vez.

Depois da remocdo dos restos celulares e precipitacdo das proteinas
desnaturadas por centrifugacéo, foi adicionando ¥2 do volume da solucdo do tubo de
LiCl (4M). Depois de duas horas, as amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por 30
minutos a 4°C. O RNA foi recuperado adicionando-se 500 ul de alcool 70% e
centrifugando-se a 13.000 rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e
depois de seco, o precipitado foi ressuspendido em 20ul de &gua DEPC
(dietilpirocarbonato — inibidor de RNAase) autoclavada.

Para verificar a quantidade do RNA total extraido foi feita uma quantificacdo a

260nm utilizando o espectrofotometro Nanodrop ND-1000 (ThermoScientific).
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Também foi estimada a quantidade por meio da relacdo 260/280 nm (> 1,8). Para
andlise da integridade do material extraido, o RNA foi submetido a anélise de
eletroforese em gel de agarose 1,5%, ndo desnaturante, que foi corado com brometo de
etidio, com tampdo de corrida TAE (Tris-Acetato-EDTA) 1% e voltagem de 60 V, por
aproximadamente 60 minutos.

O RNA total foi purificado utilizando-se o Kit Invisorb® Spin Plant RNA Mini
(Invitek). Foram adicionados 900 uL da solugdo de lise DCT em cada tudo, e em
seguida esses foram agitando manualmente por 1 minuto e centrifugados a 13.200 rpm
por 1 minuto a temperatura ambiente para obtencao de pellet gelatinoso e transparente.
O sobrenadante foi transferido para o pré-filtro contido em um tubo receptor de 2,0 ml,
0s quais foram centrifugados a 10.000 rpm por 1 minuto. Ao filtrado foi adicionado 500
uL de etanol absoluto e seguida 750uL dessa solugéo foi transferida para um filtro RTA
spin, o qual foi centrifugado a 10.000 rpm por 1 minuto. Ap6s o descarte do filtrado, o
filtro RTA spin foi retornado ao tubo receptor RTA e a etapa acima descrita foi repetida
mais uma vez. Foram entdo adicionados 500 pL do tampao de lavagem R1, que foi
centrifugado a 10.000 rpm por 30 segundos e descartou-se o filtrado. Em seguida,
adicionou-se 700 uL do tampao de lavagem R2 ao filtro RTA spin que foi centrifugado
10.000 rpm por 30 segundos, descartando-se o filtrado. Esta etapa de lavagem com o
tampédo R2 foi repetida mais uma vez para eliminar qualquer trago de etanol. Ao final,
as amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm por 3 minutos para eliminacdo de
qualquer impureza. O filtro RTA spin foi transferido para o tubo de eluigédo livre de
RNase, onde foram adicionados 30-60 uL (dependendo do volume de RNA inicial
usado) do tampé&o de eluicdo R. As amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 1
minuto.

Foi realizada uma nova avaliacdo tanto em relacdo a quantidade
(espectrofotdbmetro Nanodrop) quanto a qualidade (eletroforese em gel de agarose) do
RNA extraido.

5.4.2.7 Tratamento com DNAse e sintese de cDNA

As amostras de RNA total foram tratadas com desoxirribonuclease (TURBO™
DNase, Ambion® - Applied Biosystem™) para eliminagdo de eventuais contaminagdes
com DNA gendmico. De cada amostra, foi retirado 2 pg de RNA aos quais foram

adicionado 2 pL de DNase, que foram incubados a 37°C por uma hora. Apds a
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incubacdo, a DANSse foi desativada adicionando-se 2,5 mM de EDTA a cada tubo e
incubando-os por 10 minutos a 65°C.

Livre de contaminacBes por DNA, as amostras foram submetidas a sintese de
cDNA. A cada tubo foi adicionado 1 pL de Anchored Oligo (dT) (50mM)
(Invitrogen™) ¢ 1 ulL de ANTP (10mM), e em seguida esses foram incubados a 65°C
por 5 minutos e depois em gelo por mais 5 minutos. Foi adicionado em seguida 4 puL do
tampéo 5X FS (First Strand Buffer), 2 uL de DTT 0,1M e 1 uL da enzima transcriptase
reversa SuperScript Il (Invitrogen™), e incubou-se a 42°C por 60 minutos. Para a
inativacdo da enzima, as amostras foram aquecidas a 70°C por 15 minutos.

Para corroborar a eficécia da reagdo de sintese de cDNA, realizou-se uma PCR,
utilizando-se um par de primers para 0 gene Actina C24 (F:
GAGCTGAAAGATTCCGATGC, R: GCAATGCCTGGGAACATAGT) que
flanqueiam uma regido intrénica conservada em Arachis (Morgante et al., 2011). A
reacdo de PCR foi realizada em um volume final de 13,5 pl contendo tampao 1x,
MgCI12 1,44mM, dNTP 2.,44mM, BSA 0,5mg/ml, 0,15uM de cada primer, 1,5U da
enzima Tag DNA Polimerase Recombinante (Invitrogen™®) e 1ul de cDNA. Esta
reacao foi realizada em um termociclador Master Cycler (Eppendorf), sendo submetida
a 94°C por 5 minutos, para uma desnaturacdo inicial, seguido de 30 ciclos de
amplificagdo: 94°C por 1 minuto, 56°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto, e um ciclo
final de extensdo a 72°C por 5 minutos. O produto da PCR foi analisado por
eletroforese em gel de agarose 1,5%, ndo desnaturante, corado com brometo de etidio.
Essa andlise permite a identificacdo de eventuais contaminagdes com DNA gndémico nas
amostras de cDNA, o que pode comprometer a analise pela técnica de RT-gPCR
gerando falsos positivos.

5.4.2.8 PCR quantitativo com transcricao reversa (RT-gPCR)

Para analise da expressdo génica foi utilizado o sistema F7300 Real Time PCR
(AppliedBiosystem) com detecgdo de fluorescéncia SYBR Green (Invitrogen, Carlsbad,
CA,EUA). A reacdo foi realizada em 10 pL contendo 2 uL do cDNA (diluido 107?),
agua estéril e Platinum SYBR Green gPCR Super Mix-UDG w/ROX kit (Invitrogen,
Carlsbad, CA,EUA) e solugéo contendo um par de primers (10 uM).

Os valores de expressao relativa, isto €, quantas vezes o gene foi mais expresso
nas amostras tratadas do que nas amostras controle, foram normalizados com 0s genes
de referéncia Ribossomal sequéncia 60S (F:TGG AGTGAGAGTGCATTTG/
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R:TCTTTTGACGACCAGGGAAC) e Gene codificante de proteina ubiquitina UBI2
(F: AAGCCGA AGAAGATCAAGCAC/ R:GGTTAGCCATGAAGGTTCCAG)
baseando-se nos estudos de Morgante et al. (2011) e Luo et al. (2005), respectivamente.
A presenca dos genes de referéncia na reacdo serve para anular efeitos aleatorios que
possam implicar em variacdo génica ocorrida ndo pelo tratamento (Morgante et al.,
2011), normatizando os niveis de MRNA entre as amostras testadas.

O par de primers utilizado para identificacdo da sequencia de RS utilizado foi
desenvolvido pelo grupo de Arachis da Embrapa Cenargen, cuja eficacia foi
comprovado no estudo de Carvalho (2013) e corroborado pelo programa Real Time
PCR Miner 2.2 (Zhao & Fernald, 2005).

Para cada amostra foram realizadas trés repeticGes analiticas independentes isto
é, cada amostra de cDNA foi analisada trés vezes pelo aparelho. Como controle
negativo dessas reacdes, utilizou-se para cada par de primers testado, o0 NTC (No
template Control) composto pelo mesmo mix de reagéo utilizada nas demais amostras,
porém sem a adicdo da fita molde. As condi¢bes de amplificagdo foram: 50°C por 2
minutos, 95°C por 10 minutos, 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto,
e por fim, uma curva de dissociacdo de 95°C por 15 segundos, 60°C por 60 segundos e
95°C por 15 segundos. O resultado da reacdo foi expresso em valor de CT (valor
referente ao nUmero de ciclos necessarios para que o sinal o fluorescente atinja o limiar
de deteccdo) que foram calculados pelo programa Real Time PCR Miner 2.2 (Zhao &
Fernald, 2005) a partir dos valores de fluorescéncia das reacGes. Os resultados
individuais expressos em valores de CT foram agrupados de acordo com a espécie
analisada e os tratamentos (tratado e nédo tratado).

5.4.2.9 Célculo da expressdo génica relativa

Os valores de quantificacdo relativa obtidos por RT-gPCR sdo referentes a
expressao relativa ao controle, ou seja, em relagdo ao controle o gene RS é “n” vezes
mais expresso no tempo de coleta Ohpi, por exemplo. Os resultados foram dados pela
razdo entre a expressao do gene-alvo (alelos de RS) e o gene de referéncia (60S e UBI2)
no valor de 1. Dessa forma, 1 é o valor inicial comparativo, e portanto, todo valor
encontrado por esta razdo, acima de 1 entende-se que houve uma regulagdo positiva da
expressao génica, enquanto que um valor abaixo de 1, significa que houve uma

regulacao negativa da expressdo génica (Bustin et al., 2009).
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A analise estatistica para aferir a expressao relativa de RS em cada genotipo
foram realizados pelo software REST (Pfaffl et al., 2002).
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5.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.5.1 Avaliacéo da concentragdo de resveratrol em diferentes tempos de

coleta apds inducéo

As concentracOes de resveratrol de cada gendtipo avaliado em cada tempo de

coleta ap6s inducdo por UV sdo apresentadas na tabela 8.

Tabela 8: ConcentracGes de resveratrol em pg/g de folhas de cinco genétipos coletadas
em cinco tempos pos inducao (hpi).

Genotipo Tempo de coleta pos Resveratrol pg/g de Nivel de
inducéo (hpi) folha significancia
A. hypogaea IAC Runner Controle - -
886 Ohpi 9,31 c
7hpi 139,52 B
15hp’ 346,34 A
24hpi* 325,37 A
Anfidiploide sintético Controle = -
30076 X 14167 Ohpi 19,34 B
7hpi 193,73 A
15hpi 213,65 A
24hpi® 267,68 A
A. ipaénsis K30076 Controle - -
Ohpi 21,15 D
7hpi 179,52 C
15hpi 255,26 B
24hpi 341,62 A
A. duranensis Controle = -
V14167 Ohpi 20,32 C
7hpi 182,13 B
15hpi 396,36 A
24hpi 419,08 A
A. stenosperma S10309 Controle - -
Ohpi 11,54 C
7hpi 187,86 B
15hpi 287,87 A
24hpi 340,86 A
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As amostras controle, coletadas antes da indugdo por UV, ndo apresentaram
concentragOes detectaveis de resveratrol com a metodologia utilizada, corroborando a
necessidade de inducdo para que as folhas de espécies de Arachis produzam resveratrol,
como ja demonstrado por Lopes et al. (2013) e Carvalho (2013). Esse fato também
confirma que as condicdes de cultivo das plantas foram ideais a ponto de ndo exp6-las a
nenhum grande estresse capaz de induzir a producéo de resveratrol.

Amostras coletadas no tempo O hora po6s inducdo (Ohpi) apresentaram
concentracdes que variaram de 9,3 pg/g a 21,15 pg/g em Runner 886 e A. ipaénsis,
respectivamente, com média de 16,33 pg/g. No tempo 7hpi a variacdo foi de 139,52
Hg/g em Runner 886 a 193,73 ug/g no anfidiploide sintético (K30076 X V14167),
sendo o valor médio de producdo entre todas as espécies de 176,55. No tempo seguinte
de coleta (15hpi) as concentracdes variaram de 213,65 pg/g no anfidiploide sintético a
396,36 hg/g em A. duranensis, sendo a média geral de 299,9 pg/g. Em 24hpi foram
observadas as maiores concentragbes de resveratrol, variando de 267,68 pg/g no
anfidiploide sintético a 419,08 pg/g em A. duranensis, sendo a média de producao de
resveratrol entre todas as espécies de 338,93 pg/g. A cultivar Runner 886, A. duranensis
e A. stenosperma, quando analisadas individualmente, apresentaram diferencas
significativas entre os tempos 0, 7 e 15hpi (tabela 8), mas né&o entre os tempos 15 e
24hpi. O anfidiploide sintético (K30076 X V14167) apresentou diferenca significativa
apenas no tempo de Ohpi e as diferencas entre as concentracdes obtidas nos tempos 7,
15 e 24hpi ndo foram significativas. Arachis ipaénsis, por sua vez, apresentou médias
mais varidveis, sendo os valores encontrados nos tempos de coleta 0, 7, 15 e 24hpi
todos com diferenca significativa. Apesar da variagdo de valores entre as amostras em
um mesmo tempo de coleta e das diferencas nao significativas entre alguns tempos
(tabela 8), no geral, houve uma tendéncia crescente na producdo de resveratrol entre 0s
tempos 0 a 24hpi para todos os genotipos analisados (Figura 5). Chang et al. (2006)
observaram em A. hypogaea 0 aumento da producdo de resveratrol nos tempos de
incubacdo de 0 a 20hs, seguida por queda até 28hs (Gltimo tempo de coleta do estudo)
em fatias de sementes submetidas a incubacdo aerobica. No estudo de Rudolf &
Resurreccion (2005) foram realizadas a comparacdes da producdo de resveratrol em
sementes de amendoim nos tempos de coleta 0, 24, 36 e 48hs apos indugdo por UV e
por ultrassom, sendo o tempo de 36hs o de maior concentracdo de resveratrol nas

amostras induzidas por UV e os tempos 36 e 48hs os maiores (sem diferenca
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significativa) nas amostras submetidas ao ultrassom. Tang et al. (2010) avaliaram a
produgdo de resveratrol em diferentes tempos de coleta apos estresse em folha de
amendoim e observaram que o0 maximo de producgdo ocorreu em 12hs apés a inducéo,
seguida de queda até o tempo 24hs. A comparacao dos valores de resveratrol obtidos
nesse estudo e em estudos prévios ndao € possivel porque muitas variaveis podem
interferir na biossintese do metabolito. Entretanto, todos observaram um aumento na
concentracdo apos a indugdo e os valores maximos foram atingidos entre 12 e 36 horas
apos a inducdo. A observacdo do maximo de producdo de resveratrol depois de 12hpi
ocorreu também no presente trabalho, inclusive para as espécies silvestres as quais
nunca tinham sido analisadas em quatro tempos de coleta ap6s inducéo e somente havia
dados de potencial de producéo de resveratrol em 15hpi (Lopes et al., 2013; Carvalho,
2013). Isso sugere que as espécies silvestres e o anfidiploide tém comportamento
similar ao amendoim cultivado diante do estimulo por UV e que 0 maximo de producéo
de resveratrol pode ainda ser atingido nas espécies silvestres entre 24 e 36h, assim como
observado por Rudolf & Resurreccion (2005). A avaliacdo dos niveis de RS, que serad
realizada mais adiante, podera fornecer informacg6es que podem ajudar a responder essa

pergunta.
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Figura 5: Analise por HPLC da concentracdo de resveratrol apds indugdo por UV em
folhas de espécies da se¢do Arachis nos tempos de coleta pés indugédo: 0, 7, 15 e 24
horas.
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Tabela 9: Producéo de resveratrol em pg/g em Arachis hypogaea cultivar Runner 886,
anfidiploide sintético (K30076 X V14167), A. ipaénsis K30076, A. duranensis V14167
e A. stenosperma V10309, mediante estimulo por UV. Os valores correspondem as
médias de resveratrol nos tempos 0, 7, 15 e 24hpi. As letras na terceira coluna indicam
diferenca significativa entre os gendtipos. O teste utilizado foi o de Scott-Knott.

Genotipos Concentracédo de SK
resveratrol (ug/g) (5%)
A. hypogaea Runner 886 205,14 B
Anfidiploide sintético 173,6 B
K30076 X V14167
A. ipaénsis K30076 199,39 B
A. duranensis V14167 254,47 A
A. stenosperma V10309 207,04 B

O valor médio (considerando todos os tempos de coleta) de resveratrol em Runner
886 (tabela 9) foi maior do que os do anfidiploide sintético (K30076 X V14167), porém
ndo houve diferenca significativa entre os dois em todos os tempos. Os tetraploides
tiveram concentracdo média de resveratrol sem diferenga significativa de A. ipaénsis e
de A. stenosperma, porém com médias significativamente menores em relacdo a A.
duranensis (tabela 9). Em 2013, Carvalho observou a mesma relacdo ao avaliar Runner
886, anfidiploide sintético (K30076 X V14167) e os parentais A. ipaénsis e A.
duranensis. Esse dois tetraploides possuem uma constituicdo genémica muito similar,
uma vez que apresentam genomas muito similares e isso deve ser a causa de ndo ter sido
observado diferenca significativa. No capitulo 2, também ndo foram observadas
diferencas significativas entre os tetraploides sintéticos e o cultivares de A. hypogaea
(tabela 7), apesar de outras espécies que ndo A. duranensis e A. ipaénsis juntas, terem
sido utilizadas na obtencdo dos hibridos. Por outro lado, o cruzamento com A. hypogaea
aumentou significantemente a producdo de resveratrol (tabela 7). Uma possivel
explicacdo é o aumento da heterozigosidade nessas amostras, pois cada um recebeu um
conjunto cromossdémico A e B de duas espécies diferentes, entretanto outros estudos sao
necessarios. Do ponto visto pratico, os dados sugerem que sejam levados em
consideracdo os resultados dos retrocruzamentos com o amendoim na selecdo dos
tetraploides mais promissores.

Os resultados observados para A. duranensis e A. stenosperma foram diferentes

dos observados por Carvalho (2013) que analisou também essas duas espécies. Arachis
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duranensis foi a que mais produziu resveratrol (tabela 9). No estudo de Carvalho
(2013), A. duranensis apresentou concentracfes de 371,97 pg/g de resveratrol em
amostras coletadas a 15hpi, valor que ndo difere significativamente do encontrado no
presente estudo para 0 mesmo tempo de coleta. Arachis stenosperma foi o segundo
maior produtor de resveratrol (tabela 9) com média de 207,04 pg/g. No estudo de
Carvalho (2013) a concentracdo de resveratrol de A. stenosperma V10309 é de 512,56
pg/g em 15hpi, bem maior do que o valor de 287,87 ug/g encontradas no presente
estudo. Tendo em vista que o resveratrol é uma fitoalexina e sua producdo pode ser
influenciada por varios fatores como idade da planta e condicGes climaticas de cultivo,
pode ser que a variagdo entre as condic¢Ges de cultivo dos dois experimentos acabou
influenciando na producéo de resveratrol.

5.5.2 Avaliacdo da expressao relativa de Resveratrol sintase (RS) em
diferentes tempos de coleta apds inducéo

As expressdes dos dois genes de referéncia (proteinas ribossomal 60S e ubiquitina
UBI2) ndo variaram conforme o tratamento, tempo de coleta ou gendétipo. Na figura 6, é
possivel observar as curvas uniformes obtidas com o gene proteina ribossomal 60S.
Portanto, as variacGes observadas entre os tempos e diferentes amostras sao certamente

devido as variacGes na expressao relativa de RS.

Amplificalion Plat
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Figura 6: Curvas de amplificacdo obtidas pelas reacGes de RT-gPCR utilizando primers
para o gene de referéncia da proteina ribossomal 60S, para amostras tratadas e ndo
tratadas com UV de A. hypogaea, anfidiploide sintético, A. duranensis, A. ipaénsis e
para A. stenosperma.

Como pode ser observado na figura 7, houve aumento significativo da expressédo
do gene de RS para todos os gendtipos avaliados em relacdo a amostra controle, que ndo
foi induzida por UV. Apesar de o anfidiploide sintético (K30076 X V14167) conter
informagdo genética muito a similar a de Runner 886, os valores médios de expressao
(considerando a média de todos os tempos de coleta) foram significativamente
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diferentes. As espécies silvestres, por outro lado, ndo tiveram diferenca significativa de
expressdo média de RS, apresentando comportamentos semelhantes. Uma vez que as
espécies silvestres sdo mais resistentes a determinados tipos de estresses do que o
amendoim cultivado (Pande & Rao, 2001; Subrahmanyam et al., 2001; Favero et al.,
2004; 2009; Nautyval et al., 2008), e sendo a resveratrol uma fitoalexina, a maior
expressdo desse gene nas silvestres pode sim estar relacionado a maiores niveis de
resisténcia.

A andlise de RS em amendoim ja tinha sido realizada anteriormente utilizando-
se varios tecidos e diferentes tipos de inducdo (Chung et al. ,2001, Lanz et al., 1990;
Chung et al., 2003), onde foi observado também o aumento da expressdo desse gene.
Entretanto, as analises anteriores foram realizadas por Northern Blot, que é uma técnica
pouco utilizada devido a necessidade de uma grande quantidade de RNA, por necessitar
marcacdo radioativa e por ser pouco sensivel. No presente estudo foi demonstrado a
eficacia da andlise de RS em varias espécies de Arachis com o mesmo par de primers,
utilizando-se a técnica de RT-gPCR. Essa tecnologia € muito mais sensivel e necessita
de uma quantidade menor de RNA, viabilizando estudos em outras espécies de Arachis
e em outros tecidos, como os de sementes, que para algumas espécies € dificil se obter

grandes quantidades.

Expressdo relativa de Resveratrol sintase (RS)

cv. Runner Anfidiploide Sintético A. ipaénsis A. duranensis A. stenosperma
IAC 886 (K30076 X V14167) K30076 V14167 V10309

Figura 7: Expressao relativa de Resveratrol sintase (RS) em folhas dos cinco gendtipos
de Arachis apo6s o tratamento com raios ultravioletas (UV) em relacdo ao controle.
Todas as amostras tiveram um perfil de expressdo positivamente regulado. Os valores
correspondem as médias de expressdo encontradas nos tempos de coleta 0, 7, 15 e 24hs
pos indugéo por UV.
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Além da expressdo media, também foi possivel obter as expressdes em cada
tempo de coleta apds a inducdo. Foi observado que em todos os materiais que houve
aumento da expressdo de RS em relagdo ao controle (tabela 9). No geral, os niveis de
expressao foram maiores nos menores tempos de coleta apds a inducgdo, seguidos de
queda com o passar do tempo. A excec¢do foi o amendoim cultivado Runner 886, que

teve nivel maximo de expressdo relativa de 2.182,24 vezes mais transcritos a 7hpi.

Tabela 10: Expresséo relativa de Resveratrol sintase (RS) dos cinco gendtipos avaliados
em cada tempo de coleta sempre em relacdo as amostras controle.

Tempo  Expressao relativa de resveratrol sintase de amostras induzidas em

de relacdo ao controle
coleta  A.hypogaea  Anfidiploide A.ipaénsis A. duranensis  A. stenosperma
Runner 886 sintético K 30076 V 14167 V10309
K30076 X
V14167

Ohpi* 1.146,38 497,97 2.894,64 3306,83 3.828,14

7hpi 2.182,24 35,33 745,59 514,22 453,59

15hpi 159,08 11,10 110,81 72,77 74,35

24hpi 51,24 14,43 375,51 42,10 136,54

*A sigla “hpi” indica “horas ap6s indugdo”.

A expressao relativa de RS em Runner 886 é crescente de 0 a 7hpi, momento onde
é atingido o maximo de transcritos (2.182,24). Nos tempos 15hpi e 24hpi ocorre o
declinio da expressdo do gene até chegar em 51,24 vezes mais expresso. Chung et al.
(2003) observaram o acumulo de mRNA de RS no amendoim cultivado em trés
diferentes tempos de coleta (0, 3, 12 hpi), sendo que a 12hpi (Gltimo tempo de coleta)
foi observada uma maior concentragdo do transcrito. Tang et al. (2010) analisaram
folhas de amendoim induzidas por UV e coletadas de 0 a 60hpi e o tempo de pico da
expressao de RS também foi a 12hpi (Tabela 10). As causas das variacdes podem ser
varias, como por exemplo, diferencas na intensidade da inducdo e tipo de material
analisado e as diferentes cultivares avaliadas em cada estudo, pois ja foi comprovado
que existe variacdo entre a producdo de resveratrol em diferentes cultivares de
amendoim (Lopes et al., 2013, Carvalho, 2013).
5.5.3 Relacdo entre a producdo de resveratrol e nivel de expressado de RS
Na figura 8 séo apresentados os resultados de producéo de resveratrol e os niveis

de expresséo relativa de RS em cada gendtipo para os quatro tempos de coleta. Pode-se
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observar que existe uma tendéncia geral de que a producao de resveratrol seja crescente,

enquanto a expressdo de RS é decrescente.
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Figura 8: Concentracdo de resveratrol e expressao relativa de Resveratrol sintase em
relacdo ao controle em diferentes tempos de coleta apds inducgdo por UV. A) Resultados
referentes a A. hypogaea Runner. B) Resultados referentes ao anfidiploide sintético
(K30076 X V14167). C) Resultados referentes a A. ipaénsis. D) Resultados referentes a
A. duranensis. E) Resultados referentes a A. stenosperma.
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Quando avaliamos os diploides silvestres, observamos que estes apresentaram
um comportamento similar tanto para producdo de resveratrol (que foi crescente ao
decorrer dos tempos de coleta) quanto para a sintese de Resveratrol sintase (que foi
decrescente) até o tempo 15hpi (Figura 8). No tempo 24hpi as silvestres mantiveram no
geral niveis similares de resveratrol aos encontrados em 15hpi, mas difeririam com
relacdo a quantidade de transcritos de RS, que aumentaram em A. ipaénsis e A.
stenosperma e diminuiram em A. duranensis.

Arachis ipaénsis e A. stenosperma apresentaram uma tendéncia inversamente
proporcional entre os tempos 0 a 15hpi e entre 15 e 24hpi uma relacdo proporcional
entre ambos, onde tanto os niveis de transcrito como o de producdo de resveratrol
crescem. Nao existem dados sobre RS em A. stenosperma, mas A. ipaénsis j& foi
analisada por Carvalho (2013), que observou nessa espécie o maior valor de expressdo
génica relativa e baixas concentracdes de resveratrol (dados coletados em 15hpi) e
sugeriu que esse fato poderia ter sido devido a uma resposta mais tardia ao estimulo
com o UV e que por isso teores maiores provavelmente ocorreriam apds 15h da
inducdo. Os dados obtidos nesse estudo ndo demonstram uma resposta tardia em relacao
as outras espécies analisadas, uma vez que os niveis de RS no geral caem apds a
inducdo, mas confirmaram a hipdtese do aumento na concentracdo de resveratrol apos
15 horas. Arachis ipaénsis e A. stenosperma tiveram um aumento na concentracao de
RS ap6s 15 horas da inducdo, que nado foi refletida em aumento significativo no teor de
resveratrol (Figuras 8 C e E) e ndo observado nas demais espécies. Considerando o
padrdo de expressao obtido, isto €, a maior concentragdo de transcritos no menor tempo
apos a inducdo e reducdo gradativa nos demais tempos em todas as amostras até 15hpi,
os dados apo6s 15hpi apontam que houve algum tipo de inducdo extra, que ndo estava
programada. As fitoalexinas sdo reativas a estresses bioticos (Dorner et al., 1998), como
estresse hidrico, o que pode ter acontecido nessa amostras em fungdo da metodologia
utilizada.

Arachis duranensis presentou valores de resveratrol crescente e de RS
decrescente em todos os tempos analisados, ao contrario das demais espécies silvestres
(Figura 8 D). Nos resultados de Carvalho (2013), A. duranensis revelou a 15hpi, Gnico
tempo de coleta feito no estudo, grande concentracdo de resveratrol, porém niveis
medianos de transcritos de resveratrol sintase, em relacao as outras amostras analisadas.

Foi sugerido nesse trabalho em fungdo dos resultados, que a resposta ao UV, refletida
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na concentracdo de transcritos de RS tinha acontecido mais precocemente que nos
outros materiais analisados e por isso a tendéncia em tempos de coletas posteriores seria
a queda tanto da concentracdo de resveratrol quanto de RS. Os dados obtidos nesse
trabalho demonstram que a RS realmente decresceu ap06s 15 h, mas isso nao foi refletido
na concentracao de resveratrol, que foi maior em 24h.

Os valores de producdo de resveratrol em funcdo dos niveis de expressao
relativa de RS em Runner 886 (Figura 8A) foram semelhantes ao das espécies
silvestres, com excecdo no tempo 7hpi, no qual houve um aumento ao invés de reducgéo
na concentracdo de RS, como observado nos demais materiais. Chung et al. (2003) e
Tang et al. (2010), quando compararam a producdo de resveratrol e nivel de transcrito,
observam que os valores atingem maximo e minimo de forma conjunta, com baixas
concentracdes de resveratrol e expressdo de RS em Ohpi e picos de ambos em 15hpi.
Esses autores apontam como causa do fato citado, o controle transcricional da expressao
de RS. Os resultados desse estudo sugerem também um mecanismo transcricional, mas
inverso ao observado pelos autores. Uma vez que resultados similares foram obtidos
também nas espécies silvestres e no anfidiploide, os dados indicam que a tendéncia
entre resveratrol e RS em Arachis é relacdo inversa. Esse resultado tem um impacto
importante no uso futuro da RS como um marcador na sele¢do de tempos de coleta em
outras espécies do género. A diferenca observada pode ser devida a menor sensibilidade
da técnica de detecc¢do de transcritos de RS utilizada em trabalhos prévios, nos quais foi
utilizada uma sonda, que possui similaridade a um gene de resveratrol sintase de
amendoim, apesar de saber que no amendoim existe uma familia génica (Lanz et al.,
1990) e que apesar de similares podem responder a estimulos diferentes e em diferentes
estagio da vida da planta, como foi observado em uva (Vannozzi et al., 2012; Shi et al.,
2014)

O anfidiploide sintético (K30076 X V14167) também mostrou uma relagéo
inversamente proporcional entre os valores de expressdo e concentragdo de resveratrol
(Figura 8 B), mas as concentracdes de RS e resveratrol foram menores que as
observadas nos demais materiais analisados. Carvalho (2013) ao relacionar niveis de
transcritos de RS e concentracdo de resveratrol apenas em 15hpi observa que Runner
886 e o anfidiploide sintetico (K30076 X V14167) apresentam relacdes proporcionais

semelhantes entre os dois valores analisados. No presente estudo, quando comparamos
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os valores de Runner 886 e do anfidiploide sintético observamos que o comportamento
desses gendtipos nao se assemelha tanto.

Os diferentes resultados encontrados em cada espécie e no anfidiploide para o
mesmo tratamento e tempo de coleta podem ser em funcdo de caracteristicas proprias de
cada gendtipo analisado, como por exemplo, a anatomia foliar. Uma vez que existem
diferengas anatémicas nas folhas entre espécies do género Arachis (Veiga et al., 2001) e
que a intensidade de absor¢do do estimulo estd diretamente ligada a producdo da
fitoalexina, podemos supor que a anatomia foliar pode interferir na absor¢do do UV,
alterando toda a cadeia que inicia pelo reconhecimento do estresse, ativacdo da
resveratrol sintase e producdo de resveratrol (Menezes, 2009). Estudos relacionados a
sintese de fitoalexinas em duas espécies nativas tropicais da familia Rubiaceae,
revelaram que as diferencas anatdmicas entre as folhas de cada espécie, bem como as
diferentes substancias quimicas encontradas em cada uma delas, causaram diferencas
quanto a capacidade de produzir fitoalexinas quando inoculadas com fungos (Braga et
al., 1991; 1998).

Os resultados do presente trabalho vao em contrapartida do demostrado por
Chung e colaboradores (2003) (Figura 9). Estes altimos tém como resultado que a
producdo de resveratrol (analisado por cromatografia) é crescente proporcionalmente
com o namero de transcritos. Os valores do presente estudo podem ser mais confiaveis
tendo em vista que a tecnologia utilizada para avaliacdo de producdo de transcritos no
trabalho de 2003 foi por gel de agarose com uma visdo subjetiva das concentracdes de
RS mRNA. A tecnologia de RT-gPCR aqui utilizada é muito mais sensivel e gera
valores reais e objetivos de quantificacéo

Figura 9: Acumulo de resveratrol (A) e RS mRNA (B) em folhas de amendoim em
resposta ao tratamento de duas horas com UV, avaliada 0, 3 e 12 horas ap6s o
tratamento (S. D.: standard deviation). Fonte: Chung et al., 2003.
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5.6. CONCLUSAO
Os resultados obtidos permitem as seguintes conclusoes:

- A producéo de resveratrol em folhas induzidas por UV e coletadas nos
momentos logo apos a inducdo, 7h, 15h e 24h foi crescente em A. stenosperma, A.
ipaénsis, A. duranensis. A. hypogaea e no anfidiploide sintético (K30076 X V14167);

- O gene da Resveratrol sintase atingiu seu maximo de expressao
imediatamente apds a indugdo por UV, havendo um decrescente na expressdo relativa
nos tempos 7, 15 e 24h apos inducdo nos gendtipos avaliados.

- O comportamento da expressdo do gene Resveratrol sintase foi
decrescente enquanto que a producéo de resveratrol foi crescente, corroborando que RS
esta diretamente relacionado a biossintese de resveratrol.
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6.0. Concluséo Geral
Com os resultados obtidos no presente trabalho, foi possivel concluir que:

- Espécies de outras secGes do género Arachis também sdo capazes de produzir

resveratrol, tendo este metabdlito um potencial como marcador quimico desta espécie;

- Arachis procumbentes € espécie capaz de produzir a maior concentracdo de
resveratrol (843,87ug/g) ja descrita na literatura quando comparada até mesmo com

outras espécies de outros géneros;

- Existe variacdo entre parentais diploides e hibridos tetraploides originados a
partir do cruzamento de espécies silvestres e cultivares de Arachis, de modo que o nivel

de ploidia pode interferir no potencial de maior producéo de resveratrol,

- O comportamento da Resveratrol sintase (RS) e da producdo de resveratrol,
quando observados diferentes tempos de coleta apds inducdo, € inversamente
proporcional. Logo apds a inducdo o nivel de transcritos atinge seu ponto mais alto,
seguido de queda até 24h p6s indugdo. Em contrapartida a produgdo do metabdlito

resveratrol & crescente no periodo de Oh a 24h ap6s a inducéo.
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8.0 ANEXOS

8.1. ANEXO |

Tabela 11: Teores de resveratrol de folhas de espécies de cinco se¢des do género

Arachis induzidas por radiacdo ultravioleta (UV) por 2:30hs e controle.

Secdo Espécie Tratam. Bloco 1 Bloco 2 Bloco 3 lvldéc?sia

ug/g média ug/g média ug/g média  blocos

Arachis 49923 531,14 594,15 60507 531,21 56553 96725
uv 537,16 618,69 568,36
A. praecox 557,03 602,36 97,02
V14682 tracos Tracos tracos
Controle  tracos Tragos tracos
tracos Tracos tracos

44927 44490 40543 40572 362,42 439,18 429,94
uv 430,67 380,06 464,86
rap oAv.i casi 454,77 431,68 490,26
W1291 tracos Tragos tracos
Controle  tragos Tracos tracos
tracos Tragos tracos

200,38 171,10 165,37 198,74 209,39 18512 184,99
uv 155,8 192,28 200,99
A. magna 157,12 238,58 144,99
V14724 tracos Tragos tracos
Controle  tragos Tracos tracos
tracos Tragos tracos

160,94 19574 178,36 178,36 16528 156,04 176,72
uv 198,82 199,75 171,72
A. magna 227,47 156,98 131,12
V13765 tracos Tragos tracos
Controle  tragos Tracos tracos
tracos Tragos tracos

282,63 257,68 306,8039 29820 363,31 343,02 299,63
uv 201,6 298,27 296,98
A. magna 288,82 289,53 368,77
V14727 tracos Tragos tracos
Controle  tragos Tracos tracos
tracos Tragos tracos

270,97 277,00 339,50 364,85 24659 27342 30509
uv 268,74 367,41 300,25
A. magna 291,28 387,54 273,42
V14750 tracos Tragos tracos
Controle  tracos Tragos tragos
tracos Tragos tracos
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Tabela 11 (continuacgdo): Teores de resveratrol de folhas de espécies de cinco se¢des do
género Arachis induzidas por radiacdo ultravioleta (UV) por 2:30hs e controle.

Secio Espécie  Tratam. Bloco 1 Bloco 2 Bloco 3 Mdéé’sia

ug/g média ug/g média ug/g média  blocos

Arachis 51,4 49,20 91,07 91,559 6740 63,69 6816
uv 40,85 103,67 70,34
A. hoehnei 55,36 80,02 53,32
Vo094 tracos Tragos tracos
Controle tracos Tragos tracos
tracos Tragos tracos

90,35 9564 152,91 14145 70,06 8844 10851
uv 88,8 165,12 105,01
A. hoehnei 107,77 106,31 90,25
V9140 tracos Tragos tracos
Controle tracos Tracos tracos
tracos Tragos tracos

448 437,11 591,39 557,65 62321 580,78 92518
uv 467 544,01 578,28
glan dﬁ'mera 397 537,56 540,85
V033774 tracos Tragos tracos
Controle tracos Tracos tracos
tracos Tragos tracos

447,04 46529 713,07 752,46 596,78 626,85 61487
uv 495,13 743,66 676,16
A. palustris 453,71 800,66 607,62
V14156 tracos Tragos tracos
Controle tracos Tracos tracos
tracos Tragos tracos

219,32 21533 273,37 25568 316,88 34855 273,19
uv 211,58 221,81 362,49
A. hypogaea 215,08 271,86 366,28
CV Caiap6 tracos Tracos tracos
Controle tracos Tracos tracos
tracos Tragos tracos

231,72 23422 402,29 49741 527,22 56043 430,69
At uv 241,68 557,21 552,19
C'Vygggﬁgf‘ 229,27 532,74 601,89
IAC 886 tragos Tragos tragos
Controle tracos Tracos tracos
tracos Tragos tracos

90,01 8327 5882 60037 67,493 57,77 67,02
uv 75,7 58,07 53,6187
A. monticola 83,18 63,22 52,1843
V14165 tracos Tragos tracos
Controle tracos Tragos tracos
tracos Tragos tracos
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Tabela 11 (continuagdo): Teores de resveratrol de folhas de espécies de cinco se¢des do
género Arachis induzidas por radiacdo ultravioleta (UV) por 2:30hs e controle.

Secio Espécie  Tratam. Bloco 1 Bloco 2 Bloco 3 M déc?sia
ug/g média  pg/g média ug/g média blocos
Caulorrhizae 211,55 22351 35144 391,27 33471 29137 30205
uv 200,06 427,48 282,11
A. pintoi 258,91 394,9 257,3
GK12787 tragos tracos tracos
Controle tracos tracos tracos
tragos tragos tragos
Extranervosae 180,61 19326 2625 272,01 247,05 259,32 24153
uv 162,55 276,65 276,56
viIIOSLﬁicarpa 236,62 276,89 254,34
V8816 tragos tragos tragos
Controle tracos tracos tracos
tracos tracos tracos
Triseminatae 669,6 651,22 80221 793,21 802,49 79183 /4542
uv 650,24 770,74 760,66
triseg'inata 633,82 806,68 812,33
GK 12881 tracos tracos tracos
Controle tracos tracos tracos
tracos tracos tracos
Procumbentes 761,02 708,74 100844 1002,59 82595 82028 84387
uv 744,55 1012,28 910,94
A. lignosa 620,24 987,05 723,96
V13570 tragos tragos tragos
Controle tracos tracos tracos
tragos tragos tragos
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8.2. Anexo 2

Tabela 12: Concentracdo de resveratrol em pg/g de folhas induzidas por UV e controle
de anfidiploides sintéticos, espécies silvestres de Arachis utilizadas como parentais e
hibridos resultantes dos cruzamentos entre alotetraploides e cultivares de A. hypogaea.

Eﬁge%e/ Tratam. Bloco 1 _ Bloco 2 _ Bloco 3 _
Ibrido Hg/g média Hg/g média Hg/g média
A
stenosperma 34,76 36,24 33,22 44,84 36,76 36,77
V10309 UV
36,01 60,42 42,52
37,95 40,88 31,03
tragos tracos tracos
Controle tragos tragos tragos
tragos tracos tracos
A. villosa
V12812 69,45 66,89 63,28 65,25 59,92 64,08
W 65 70,26 65,32
68,67 62,21 66,99
tragos tracos tragos
Controle tracos tracos tracos
tragos tracos tragos
A. ipaénsis
K30076 101,70 97,35 92,36 89,45 88,33 92,52
UV 9800 87,00 91,02
92,34 89,00 97,30
tragos tracos tracos
Controle tracos tracos tracos
tragos tracos tracos
A. batizocoi
K9484 152,78 193,12 176,69 170,11 209,22 231,59
UV 22830 170,43 286,15
198,29 163,21 199,41
tragos tracos tragos
Controle tracos tracos tracos
tragos tracos tragos
A. gregoryi
V6389 413,79 386,20 438,45 399,42 410,05 392,79
UV 360,02 399,34 375,6
374,89 360,48 392,73
tragos tracos tracos
Controle tragos tracos tracos
tragos tracos tracos
A UV
duranensis 467,21 436,58 404,13 443,80 450,02 436,15

Média dos
blocos

39,28

65,41

93,1

198,28

392,81

438,84
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V14167

426,95
415,59
tracos
Controle tragos
tracos
Espécie/ hibrido ~ Tratam. Bloco 1 )
Ha/g média
A. ipaénsis
K30076 X A. 58,17 103,51
villosa V12812
N 68,90
183,47
tracos
Controle tracos
tracos
A. gregoryi V6389
X A. stenosperma 253,05 265,31
V10309
v 241,93
300,94
tracos
Controle tracos
tracos
A. batizocoi K9484
X A. stenosperma 287,30
V10309
N 248,74
325,72
tracos
Controle tracos
tracos
A. batizocoi K9484
X A. duranensis 513,58 501,40
SVv2848
v 503,60
487,03
tracos
Controle tracos
tracos
A. batizocoi K9484
X A. duranensis 629,64 632,89
V14167
N 628,86
640,18
Controle tragos
tragos

493,72

433,54
tracos
tracos
tracos

Bloco 2

Ha/g
143,88
75,54

71,6
tragos
tragos
tragos

302,91
260,26

262,24
tragos
tragos
tragos

188,64
374,02

235,04
tracos
tragos
tragos

493,02
498,88

506,14
tragos
tragos
tragos

633,94
624,97

585,84
tracos
tracos

média

97,01

275,14

499,35

614,92

423,85

434,57
tracos
tracos
tracos

Bloco 3

Ha/g
67,5
45,57

85,08
tracos
tracos
tracos

232,74
252,88

247,66
tracos
tragos
tracos

169,22
397,39

384,29
tracos
tragos
tracos

522,83
538,74

555,67
tracos
tragos
tracos

618,24
658,25

622,87
tracos
tracos

média

66,05

244,43

539,08

633,12

Média dos
blocos

88,86

261,62

290,04

513,28

626,98
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tracos tragos tracos

A. hypogaea CV 558,49
IAC Caiapo 549,68 562,44 572,74 569,02 547,02 544,02
UV sea3s 578,93 555,74
575,29 555,39 529,31
tragos tragos tragos
Controle  tragos tracos tracos
tragos tragos tragos
Média dos
Espécie/ hibrido ~ Tratam. Bloco 1 ) Bloco 2 ) Bloco 3 ) blocos
ug/g média ug/g média ug/g média
A. hypogaea CV 275,22
Runner IAC 886 170,57 271,69 288 302,8 129,6 251,17
UV 554 331,02 37331
398,95 289,38 250,61
tragos tragos tragos
Controle  tragos tracos tracos
tragos tragos tragos
A. hypogaea CV 246,55
505 258,30 255,59 275,71 267,47 215,04 216,6
UV 20770 267,38 214,92
280,68 259,33 219,84
tragos tragos tragos
Controle  tracos tracos tracos
tragos tragos tragos
Runner X [Runner 351,72
X (A. batizocoi 326,24 34586 377,38 387,41 299,08 321,88
K9484 X A. UV
stenosperma 344,49 408,77 329,31
V10309)]
366,86 376,08 337,26
tragos tragos tragos
Controle  tragos tracos tracos
tragos tragos tragos
IAC Caiapd X [ 742,95
IAC Caiap6 X (A. 799,86 83321 651,43 756,73 59501 638,89
batizocoi K9484 X UV
A. stenosperma 821,65 755,39 673,55
V10309)!
878,13 863,37 648,12
tragos tragos tragos
Controle  tracos tragos tragos
tragos tragos tragos
CV 505 X [(A.
gregoryi V6389 X UV 43457 516,72 602,91 509,43 591,31 554,33 526,83
A. stenosperma
V10309)] 651,79 382,51 474,1
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Tabela 12 (continuacdo): Concentracdo de resveratrol em pg/g de folhas induzidas por
UV e controle de anfidiploides sintéticos, espécies silvestres de Arachis utilizadas como
parentais e hibridos resultantes dos cruzamentos entre alotetraploides e cultivares de A.

hypogaea.
Espécie/ Bloco 1 Bloco 2 Bloco 3 Meédia
hibrido | "2tam - -  dos
ug/g média pg/g média pg/g média  blocos
A. ipaénsis 58,17 10351 14388 97,01 67,5 66,05 88,86
}Z_s?,ﬂfgsz uv 68,90 75,54 45,57
V12812 183,47 71,6 85,08
tracos tracos tracos
Controle  tracos tragos tragos
tracos tracos tracos
(A. gregoryi 253,05 26531 302,91 27514 232,74 24443 261,62
s\{fnsfs%;rﬁé uv 241,93 260,26 252,88
V10309)™X 300,94 262,24 247,66
tracos tracos tracos
Controle  tracos tragos tragos
tracos tracos tracos
(A. batizocoi 287,30 188,64 169,22 290,04
stKe?foss‘;)e)irﬁé v 248,74 374,02 397,39
V10309)™X 325,72 235,04 384,29
tra(;os tragos tragos
Controle  tracos tracos tracos
tra(;os tragos tragos
(A. batizocoi 51358 501,40 493,02 49935 522,83 539,08 ©°13.28
ﬁgf:ﬁeﬁsﬁ' uv 503,60 498,88 538,74
sv2848)™ 487,03 506,14 555,67
tracos tracos tracos
Controle  tracos tragos tragos
tracos tracos tracos
(A. batizocoi 629,64 632,89 63394 614,92 61824 63312 62698
I;Sfasr?e)rfsé' uv 628,86 624,97 658,25
v14167)™ 640,18 585,34 622,87
tracos tracos tracos
Controle  tracos tragos tragos
tracos tracos tracos
A-hypogaea UV 54968 56244 57274 56902 547,02 54402 0849
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CV IAC

s 562,35 578,93 555,74
Caiapo

575,29 555,39 529,31

tragos tragos tragos

Controle tragos tragos tragos

tragos tragos tragos

Tabela 12 (continuagdo): Concentracdo de resveratrol em pg/g de folhas induzidas por
UV e controle de anfidiploides sintéticos, espécies silvestres de Arachis utilizadas como
parentais e hibridos resultantes dos cruzamentos entre alotetraploides e cultivares de A.

hypogaea.
Espécie/ Bloco 1 Bloco 2 Bloco 3 (I;/Iéd|a
hibrido | 'atam. - - . dos
ug/g média pa/g média pg/g média  blocos
é-\%)ogaea 17057 27169 288 302,8 1296 25117 27922
unner
IAC 886 uv 245,54 331,02 373,31
398,95 289,38 250,61
tracos tragos tragos
Controle tracos tracos tracos
tracos tragos tragos
A-gi//pgggea 25830 25559 27571 267,47 21504 2166 24655
uv 227,79 267,38 214,92
280,68 259,33 219,84
tracos tragos tragos
Controle tracos tracos tracos
tracos tragos tragos
[FF*{U””EF;(( 32624 34586 377,38 387,41 299,08 32188 39172
unner
(A. batizocoi uv 344,49 408,77 329,31
K9484 X A. 366,86 376,08 337,26
stenosperma tragos tracos tracos
V10309)]  control
ontrole tracos tracos tracos
tracos tragos tragos
'A)S[ﬁﬂgpo 799,86 83321 65143 75673 59501 638,89 (4295
Caiap6 X uv 821,65 755,39 673,55
(A. batizocoi 878,13 863,37 648,12
K9484 X A. tragos tragos tragos
stenosperma  ~ontrole
V10309)] tracos tragos tragos
tracos tragos tragos
CV[?£5X 43457 51672 60291 50943 59131 55433 92683
gregoryi UV 65179 382,51 474,1
V6389 X A. 463,81 542,87 597,59
stenosperma tracos tragos tragos
V10309)]
Controle tragos tracos tragos
tragos tragos tragos
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8.3. Anexo 3

Tabela 13: Concentragdo de resveratrol em pg/g de folhas de cinco gendtipos de
Arachis controle e induzidas por UV coletadas em quatro tempos apds inducéo.

Gendtipo dzecrgﬂ(t)a Bloco 1 Bloco 2 Bloco 3 Mdec?sla
ug/g média ug/g média ug/g média blocos
tragos tragos tragos _
Controle  tragos tracos tracos

tragos tragos tragos

15540 18,173 23,120 20,727 17,160 19,137 19,346
Ohpi 16,330 16,570 21,340

- 22,650 22,490 18,910

Ars‘}c:]‘igzi'géde 242540 230273 160,376 182,138 189,860 168791 193734

(K30076 X /P 239,060 178,800 183,470

V14167) 209,220 207,237 133,043
224,660 219,847 214,240 205277 232,600 215840 213,655

15hpi 200,390 199,540 247,870
234,491 202,050 167,050
292,020 307,803 239,470 265,779 188,350 229,467 267,683
24hpi 333,010 270,200 268,600
298,380 287,667 231,450
tragos tracos tragos _
Controle  tragos tracos tragos
tragos tragos tragos
19,360 18,600 17,800 19,463 17,910 22,854 20,306
Ohpi 15,250 22,030 27,420
21,190 18,560 23,232
A 198,630 186,580 177,340 182,703 150,690 177,093 182,126
duranensis 7hpi 160,800 211,220 175,250
V14167 ’ ’ '
200,310 159,550 205,340
324,420 357,833 389,780 435250 368,858 396,009 396,364
15hpi 362,340 422,070 406,500
386,740 493,900 412,670
24hpi 442380 409,207 457,290 411,917 425610 436,120 419,081
412,370 408,510 408,390
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372,870 369,950 474,360

tragos tragos tragos _
Controle  tracos tracos tracos
tragos tragos tragos
L 26,110 22,457 26,680 22,297 16,400 18,690 21,148
A. ipaénsis .
K30076 Ohpi 22,930 25,000 22,260
18,330 15,210 17,410
229,310 198,473 149,540 167,137 176,470 172,960 179,523
Thpi 194,300 192,920 149,740
171,810 158,950 192,670

Tabela 13 (continuacdo): Concentracdo de resveratrol em pg/g de folhas de cinco
genotipos de Arachis controle e induzidas por UV coletadas em quatro tempos apos
inducao.

Gendtipo d-gecrglzct,a Bloco 1 Bloco 2 Bloco 3 Mde(;jsla
ug/g média ug/g média ug/g média blocos
301,040 288,480 192,490 246,160 195520 231,137 255,259
15hpi 275,280 250,580 230,010
A. ipaénsis 289,120 295,410 267,880
K30076 323,660 356,363 337,860 385,633 267,450 282,867 341,621
24hpi 355,150 389,120 304,930
390,280 429,920 276,220
tragos tragos tragos _
Controle  tracos tracos tracos
tragos tragos tragos
7,480 7,197 11,230 11,730 10,650 8,997 9,308
Ohpi 6,170 11,280 8,080
7,940 12,680 8,260
A. hypogaea 174,220 1385582 157,144 155,819 132,290 124,173 139,525
CV Runner  7hpi 117,460 175,643 126,560
IAC 886 124,066 134,670 113,670
399,120 369,877 351,409 330,960 304,660 338,185 346,341
15hpi 353510 310,131 369,705
357,001 331,340 340,190
319,170 350,850 287,960 301,876 369,960 323,400 325,375
24hpi 377,350 294,797 271,800
356,030 322,870 328,440
tragos tragos tragos _
Controle  tracos tracos tracos
tragos tragos tragos
A 13,720 11,197 12,660 12270 10,890 11,157 11,541
stenosperma  Ohpi 9,990 8,210 8,990
YIS 9,880 15,940 13,590
156,234 182,161 167,480 186,953 192,666 194,469 187,861
7hpi 220,210 203,909 202,710
170,040 189,470 188,030
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15hpi

24hpi

227,209 301,588 288,122 254,904 321,890 307,123 287,872
330,916 277,650 288,710
346,640 198,940 310,770
296,360 319,364 354,670 374,457 309,996 328,775 340,865
325,691 403,020 358,310
336,040 365,680 318,020
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