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RESUMO

A espécie Uncaria guianensis, originaria da Amazbnia, € uma planta da familia
Rubiacea, conhecida como unha de gato que apresenta como agao principal a
atividade anti-inflamatoria. Essa planta ainda n&o foi domesticada e toda coleta &
realizada no ambiente natural de modo extrativista, sendo necessario o
desenvolvimento de estratégias de conservagao e cultivo sustentavel da mesma.
Assim, o objetivo deste trabalho foi estabelecer o banco de germoplasma in vitro e
genotipar plantulas de U. guianensis selecionadas quanto a producao de alcaloides
oxinddlicos. Para o desenvolvimento deste estudo, 20 gendtipos advindos de cinco
estados brasileiros foram introduzidos in vitro. Foi avaliado o efeito dos meios de
cultura MS, WP e SH, além de quatro concentragdes de BAP (0; 2,2; 4,4; 11 e 22 uM)
no crescimento e numero de gemas do caule. A variabilidade genética foi estudada
utilizando marcador SCoT (Start Codon Targeted) e as analises quimicas foram
realizadas por CLAE-DAD e CLUE. Os explantes que cresceram nos meios MS e WP
nao diferiram entre si e a concentracéo de 4,4 uM.L-' de BAP apresentou melhores
resultados quanto ao crescimento. Os nove primers utilizados geraram 201 bandas,
sendo 187 polimorficas, a similaridade genética variou de 32 a 78 % e a analise por
UPGMA agrupou os individuos em 4 grupos. Além disso, foi demonstrado a formagao
de dois grupos génicos. A producdo dos alcaloides oxinddlicos mitrafilina e
isomitrafilina permitiu classificar os vinte individuos em trés grupos com teores alto,
meédio e baixo, e houve uma correlagao positiva de 97 % entre os dois alcaloides
quantificados. A identificagdo de outros alcaloides, além da mitrafilina e isomitrafilina,
permitiu separar os genotipos em 4 grupos distintos. A concluséo deste trabalho é que
individuos selecionados apresentam consideravel base genética e ampla diversidade
de alcaloides, sendo, portanto, uma colecéo representativa da espécie e apropriada
para a multiplicacdo em escala podendo atender demandas especificas da industria

farmacéutica e de programas de Farmacia Viva.

Palavras-chave: Conservacgao, cultura de tecido, isomitrafilina, marcador SCoT,
mitrafilina, Rubiaceae, unha de gato.



Abstract

The species Uncaria guianensis known in Brazil as unha de gato (cat's claw) is a
Rubiacea species native to Amazon and popularly used for exhibiting anti-
inflammatory activity. Since U. guianensis is not domesticated, it is indispensable to
develop strategies for its conservation and sustainable cultivation, because it has been
collected in an extractive manner in its natural habitat. Based on that, the objective of
this work was to select U. guianensis genotypes containing high levels of oxindole
alkaloids and establish an in vitro germplasm bank of the species. Explants from 20
accessions collected in 5 states of Brazil were inoculated on MS, WP and SH culture
media, containing different concentrations of BAP (0; 2.2; 4.4; 11 and 22 uM) to
evaluate growth and number of buds on the stem. The genetic variability of the
accessions was verified using molecular marker SCoT (Start Codon Targeted) and
their chemical profile was determined by HPLC-DAD and UFLC-DAD. Plantlets
cultured in MS and WP media did not show significant difference from each other and
the concentration of 4.4 uM.L-1 of BAP induced higher proliferation of seedlings. The
nine different primers used to identify the genotypes generated 201 bands, 187 of
which were polymorphic and the genetic similarity determined by the UPGMA grouping
method ranged from 32 to 78% and brought the individuals into four groups. In addition,
it was observed the formation of two gene groups. The production of the oxindole
alkaloids mitrafilina and isomitrafilina in the twenty investigated individuals allowed
distributing them in three different groups according to high, medium and low levels of
production of alkaloids and there was a positive correlation of 97% between the two
alkaloids quantified. The identification of other alkaloids, besides mitrafilina and
isomitrafilina, allowed separating the genotypes in four distinct groups. Obtained
results permit us to conclude that the individuals selected for the in vitro germplasm
bank have a considerable genetic basis and a wide range of alkaloids, thus being a
representative collection of the species, appropriate for multiplication on a scale
capable of meeting specific demands of the pharmaceutical industry and of Living

Pharmacy Programs.
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1 INTRODUGAO

O Brasil possui a maior biodiversidade vegetal do planeta, com grande
potencial para descoberta de espécies produtoras de compostos bioativos uteis.
Entretanto, com o0 aumento do desmatamento dos biomas brasileiros, centenas
de espécies tém sido expostas a erosédo genética e ao risco de extingao.

Entre as espécies vulneraveis encontra-se Uncaria guianensis, conhecida
popularmente como “Unha de Gato”, pertencente a familia Rubiaceae. E
encontrada na regiao amazodnica de paises da América do Sul, sendo ainda
coletada de forma extrativista, o que justifica o desenvolvimento de estratégias
de conservagao e produgédo em larga escala da espécie.

A espécie U. guianensis € utilizada no tratamento de artrite reumatoide e
outros processos inflamatérios, sendo que os alcaloides oxinddlicos pentaciclicos
(AOP), em especial mitrafilina e isomitrafilina, estdo relacionados com estas
atividades terapéuticas.

O teor destas substancias € discrepante em individuos que crescem em
ambientes naturais, o que pode interferir no efeito farmacolégico de
medicamentos obtidos a partir de U. guianensis. Assim, &€ necessario padronizar
e selecionar gendtipos de interesse para garantir a qualidade, eficacia e
seguranga de fitoterapicos produzidos a partir dessa espécie.

O presente trabalho tem como objetivo estabelecer o banco de
germoplasma in vitro e genotipar plantulas de U. guianensis selecionadas quanto
a producéo de AOP, assegurando desta forma a acessibilidade a variabilidade
genética da espécie. Assim, o marcador molecular SCoT (Start Codon Targeted),
bem como técnicas de cultura de tecido vegetal e de quimica analitica foram
utilizados para avaliar a diversidade genética, o potencial de propagacdo e a
diversidade quimica dos alcaloides em gendtipos introduzidos in vitro a partir de
populacdes naturais.

Este trabalho permitiu a identificagdo de gendtipos elites que poderéo ser
multiplicados em escala, para atender a demanda da industria farmacéutica e

programas de fitoterapia, como as farmacias vivas.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

A espécie U. guianensis ocorre no bioma Amazdnia, € encontrada na
América do Sul nos paises Bolivia, Equador, Venezuela, Colémbia, Guiana
Francesa, Guiana, Peru, Suriname, Brasil e também em alguns paises da
América Central como Costa Rica, Panama, Guatemala, Nicaragua e Honduras
(VILCHES, 1997) (FIGURA 1). Cresce em bordas de florestas primarias, florestas
secundarias, beiras de rios e principalmente igarapés (ZEVALLOS-POLLITO;
TOMAZELLO FILHO, 2010).

No Brasil essa espécie esta distribuida nos estados de Roraima,
Rondénia, Acre, Amazonas, Mato Grosso, Tocantins, Maranhdao, Amapa e Para
(HONORIO et al., 2016).

Figura 1— Paises onde ocorre Uncaria guianensis
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2.2 BOTANICA

O género Uncaria pertence a familia Rubiaceae apresenta trés sinbnimos
que sao: Agylophora Neck, Ouroparia Aubl e Urupara Raf
(http://tropicos.org/Name/40021558?tab=synonyms). A espécie U. guianensis foi
descrita pela primeira vez pelo botanico Jean Bastiste Churistophe Fresée
Aublet, em 1775 nas Guianas com nome de Ouroparia guianensis, € em 1791
seu nome botanico foi alterado para U. guianensis, pelo botanico Joharm
Friedrich Gmelin (VILCHES, 1997). Os nomes populares mais encontrados na
literatura sdo: Unha de gato, Ufa de gato, Cat’s claw, Gabarato colorado, Tambor
huasca e Paraguayo (VILCHES, 1997).

A propagacéo de U. guianensis pode ser realizada por sementes, estacas
e micropropagacao (GUEVARA, 1995, PEREIRA et al., 2006).

Essa espécie € uma liana lenhosa que chega a 30 metros de altura,
apresenta espinhos em forma de chifre de carneiro, que nao facilita a adesédo em
outras plantas (FIGURA 2). O didametro de tronco das plantas adultas pode variar
entre 10 a 30 cm. Suas folhas sao ovaladas e elipticas e oscilam de 6 a 12 cm,
com cor verde brilhante na parte superior da folha, e as flores ocorrem com

pigmentacao vermelha e amarela (VILCHES, 1997).

Figura 2 - Parte aérea e flor de Uncaria guianensis.

Fonte: Ana Maria Soares Pereira
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2.3 FITOQUIMICA

Varios trabalhos fitoquimicos foram realizados com U. guianensis e

diversos alcaloides foram identificados como descrito na Tabela 1. Além dessas

substancias, também foram identificados o flavonoide kaempferitrina,
dihidrokaempferol, kaempferol (ALVAREZ et al., 1988; LAUS, KEPLINGER,
2003; VALENTE et al., 2009), flavonol catequina, epicatequina e

epigalocatequina (SANDOVAL et al., 2002), R-sitosterol, estigmasterol e ester
etilico de fenoforbida ( RODRIGUEZ et al., 2011), acido quinovico 3[3-O-3-D-
quinovopiranoside, acido quinovico 3R3-O-R3-D-fucopiranoside, acido quinovico
(27-1)-B-D-glucopiranosilester, acido quinivico (28-1)-R-D-glucopiranosilester
(YEPEZ et al., 1991; LAUS, KEPLINGER, 2003; LAUS, 2004; VALENTE et al.,
2009, Zhang et al.,2014), acido clorogénico e acido quinico (HERNANDES et

al.,2020)

Tabela 1- Alcaloides encontrados em Uncaria guianensis

ALCALOIDES OXINDOLICOS

ALCALOIDES INDOLICOS

Pentaciclicos

Referéncias

Tetraciclicos

Referéncias

Alcaloides

Referéncias

Penaloza et al.: 2014;
Kaiser et al.: 2013; Laus,

Penaloza et al.:

Keplinger, 2003; Laus 2014; Kaiser et HZ'ItZZ”(‘)%g_et
Mitrafilina ,2004; Rinchofilina al.: 2013; Laus, Angustolina Zr;an e‘t
Carbonezi et al., 2004; Keplinger, 2003; al 20914
Reinhard,1999; Lavault; Reinhard, 1999 " ’
Moretti; Bruneton, 1983
Penaloza et al.: 2014; Penaloza et al.-
Kaiser et al.: 2013; Laus, s " Heitzman et
Keplinger, 2003: Carbonezi 2014; Kaiser et al, 2005;
Isomitrafilina gef, o X Isorinchofilina al.: 2013; Laus, Hirsutina ! :
et al., 2004; Reinhard,1999; . . Zhang et
. ) Keplinger, 2003;
Lavault; Moretti; Bruneton, p al.,2014.
Reinhard, 1999
1983
Penaloza et al.: 2014; He|tzman.et
; . . - al, 2005;
Especiofilina Kaiser et al.: 2013; Dihidro- Zhang et
Reinhard,1999; Lavault; corinantheina al. 2014
Moretti; Bruneton, 1983 D
. Continua...
Penaloza et al.: 2014; Laus
Especiofilina Kaiser et al.: 2013; Corinoxeina Kepling’er
Reinhard,1999; Lavault; 5003 ’
Moretti; Bruneton, 1983
Penaloza et al.: 2014; Laus,
Uncarina F Kaiser et al.: 2013; Isocorinoxeina Keplinger,
Reinhard, 1999 2003

Pteropodina

Penaloza et al.: 2014;
Kaiser et al.: 2013;
Reinhard,1999; Lavault;
Moretti; Bruneton, 1983

Isopteropodina

Penaloza et al.: 2014;
Kaiser et al.: 2013;
Reinhard,1999
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24 MARCADORES MOLECULARES

Estudos de biologia molecular realizados a partir da implantacédo da
tecnologia do DNA recombinante e das reagdes em cadeia da polimerase (PCR)
estabeleceram marcadores moleculares como: RAPD, AFLP, Microssatélite e
SCoT (SOUZA, 2015; FALEIROS, 2007; COLLARD; MACKILL, 2008).

Um dos marcadores mais utilizados € o RAPD (Randon Amplified
Polimorphic DNA) que utiliza sequéncia de primes com cerca de 10 pares de
bases, que se anelam de forma randémica, pois ndo existe uma sequéncia alvo
para ser amplificada. As principais aplicagbes desse marcador séo: fringerprint e
diversidade genética (KUMARI; THAKUR 2014).

Outro tipo de marcador conhecido € o RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphisms) que apresenta expressdao codominante, utiliza enzimas de
restricdo para identificar alto numero de locus polimérficos e abrange todo o
genoma. As principais aplicagbes sao: analise filogenética, fringerprint,
mapeamento genético e avaliagdo da diversidade genética (SOUZA, 2015;
FALEIROS, 2007).

Outro marcador importante € o AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphisms) por ser uma combinagédo de RFLP e PCR. A principal vantagem
dessa técnica é a deteccdo de altos niveis de polimorfismo gerado pelas
diferengas entre genotipos, o que permite avaliar a variabilidade genética em
nivel de DNA. Esse tipo de marcador utiliza enzimas de restricdo e adaptadores
especificos, sendo suas principais aplicagdes 0 mapeamento genético e o estudo
da diversidade genética (HUANG et al., 2019).

Outro marcador conhecido é o Microssatélite, essa técnica foi estabelecida
a partir de sequéncias curtas de DNA, ligadas por tanden, essas sequéncias se
repetem e ndo passam de 1 a 8 pares de bases e seus primes sao especificos.
A principal vantagem deste tipo de marcador é ser co-dominante, que fornece,
ao contrario de marcadores dominantes, a informagao genética completa. As
principais aplicagdes sao: fringerprint, mapeamento genético e diversidade
genética (CARDENAS et al., 2018).

O marcador SCoT (Start Codon Targeted) utiliza 36 primes diferentes onde
sdo anelados em regides especificas do DNA, € mais reprodutivel que o RAPD.
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Essa técnica foi desenvolvida em pequenas regides de genes de plantas a partir
do cddon inicial de tradugdo ATG. O marcador SCoT utiliza a reagao de PCR,
sendo de facil utilizacdo e de baixo custo em relacdo a outros marcadores
mencionados anteriormente. Suas principais aplicagdes s&o: analise de
diversidade genética e testes em uma populagao Backcross, analise da estrutura
da populagao e manejo efetivo de recursos genéticos em banco de germoplasma
(COLLARD; MACKILL, 2008; SATYA et al. 2015; ETMINANA et al., 2016).

O marcador SCoT tem sido uma ferramenta molecular util na investigagao
de diversidade genética de populag¢des naturais e de bancos de germoplasma
(SHEKHAWAT ET AL., 2018; TALEBI et al.,, 2018; AGARWAL et al., 2019;
RAJESH, 2016).

Esse marcador € uma técnica simples e inovadora que pode ser facilmente
utilizada em programas de melhoramento de planta (ABOULILA; MANSOUR,
2017).

2.5 MICROPROPAGACAO E BANCO DE GERMOPLASMA

A micropropagacao € uma técnica que permite produzir em escala plantas
a partir de segmentos nodais, meristemas apicais ou radiculares, folhas e
sementes, os quais sdo chamados de explantes. Com essa técnica € possivel
regenerar em uma nova planta a partir de segmentos vegetais introduzidos em
meios de cultura com ou sem a presencga de fitorreguladores (VEIGA, 2008,
CARVALHO; VIDAL, 2003; LIMEIRA et al. 2000).

A escolha de explantes € uma parte importante no processo de introducao
in vitro, o tecido vegetal deve ter 6tima condicao fitossanitaria, ndo apresentar
deficiéncia hidrica e/ou nutricional, além disso em caso de plantas com aspecto
lenhoso, os brotos novos devem ser selecionados, por apresentarem maior
quantidade de tecidos meristematicos (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998). A
micropropagacgao € particularmente indicada para a producao de espécies que
sdo de dificil propagagdo, em modelos convencionais, ou as que produzem
sementes recalcitrantes e nao longevas as quais perdem rapidamente sua
viabilidade (SARASAN et al., 2006; VEIGA, 2008).

14



A vantagem dessa técnica € a obtencdo de planta livre de contaminagéo
fitopatogénica, uniformidade genética, produgdo continuada e em larga escala
(VEIGA, 2008; SARASAN et al., 2006, ALVARENGA-VENUTOLO, 2011).

Com aumento da agao antrépica muitas plantas estdo em eminéncia de
extincdo e em decorréncia disso varias instituicbes de pesquisa nacionais e
internacionais, juntamente com jardins botanicos espalhados pelo mundo, véao
estabelecendo métodos de conservagao e preservagao de plantas de interesse
econdmico, cultural e ecologico (SARASAN et al., 2006). Dentro dessas
metodologias a micropropagagao se destaca, bem como o estabelecimento de
bancos de germoplasmas in vitro que contribui para o controle de eroséo
genética, amenizando a perda de alelos importantes a sobrevivéncia de espécies
(CARVALHO; VIDAL, 2003).

O Banco de Germoplasma € uma estrutura fisica que tem como finalidade
conservar material genético vivo, de origem vegetal de forma segura, garantido
a variabilidade genética dos acessos conservados, bem como fornecer material
para fins de pesquisas (SANCHEZ-CHIANG; JIMENEZ, 2010).

O germoplasma é a base da heranga genética de um ser vivo, que se
perpetua através das geragdes por meio de genes, que rearranjados de
diferentes formas proporciona rica diversidade genética. Assim, quando o
germoplasma é conservado ele serve de base para o estudo no melhoramento
das culturas que podem ser utilizadas no presente e no futuro (YAMADA, 1993;
IBPGR, 1991).

Banco de germoplasma avaliado quanto a diversidade genética € um
diferencial no processo de selecdo de individuos elites e conservacdo dos
mesmos, sendo mais uteis em programas de melhoramento (COSTA et al.,
2011).

Atualmente ha mais de 1750 bancos de germoplasma no mundo que
conservam 7,5 milhdes de acessos de 16.500 espécies de plantas ( Fu, 2017) e,
no Brasil, os dados quanto ao numero de espécies de plantas conservadas ex
situ incluindo banco de germoplasma nao séo consistentes, porque ndo ha um
sistema de informacgao integrado entre as instituicbes que conservam a flora
brasileira. Entretanto, dados atuais mostram que Jardins Botanicos tém realizado
um trabalho importante na conservacéo de espécies ameacadas de extingao,
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com registo de mais de 51 espécies introduzidas em programas de preservagao
dentro dessas areas (COSTA et al 2018).

2.6 FARMACOLOGIA

Estudos etnofarmacolégicos com U. guianensis mostram que essa planta
€ usada de modo tradicional para curar enfermidades como cirrose,
contracepgao, diabetes, disenteria, gastrite, gonorréia, inflamagdées em geral,
problemas intestinais, reumatismo, tumores, ulcera gastrica e cancer do trato
urinario feminino (JONES, 1995).

Ha varios ensaios farmacolégicos que comprovam a efetividade
terapéutica da espécie U. guianensis. O extrato etandlico apresenta atividade
antibacteriana sobre Staphylococcus aureus na concentragdo minima de
10ug.mL' (CORREIA et al., 2008), antioxidante inibindo a 1,1-diphenyl-2-
picrilhydrazyl (DPPH) com IC50 de 12,6 ug.mL-'e peroxidagao lipidica com IC50
de 99 ug.mL' (SANDOVAL et al., 2002).

A atividade antitumoral do extrato hidroetandlico foi confirmada com a
diminuicéo de 91 % do tumor de mama do tipo 4T1 (URDANIBIA et al., 2013),
além disso houve uma redugéao nos linfocitos T, macréfagos e neutréfilos filtrantes
tumorais e do numero de células positivas para COX-2, iINOS, IL-6, TNF-a e p65
(URDANIBIA et al., 2013). Outros ensaios também mostraram a agéo anti-
inflamatoria do extrato etandlico de U. guianensis com a inibicado da TNFa, com
IC50 de 9,5 ng.mL"", (SANDOVAL et al., 2002) e diminui¢édo de 85 % do edema
de pata com 5 mg.kg™' do extrato etandlico, a inibigdo de 45 % no oxido nitrico
(NO) e 65 % do TNFa na mesma concentragdo (URBANIBIA et al., 2013). A acao
anti-inflamatdria de U. guianensis nao tem sido considerada para todos os tipos
de inflamacgao, visto que esse processo € muito complexo e envolve um numero
muito grande de fatores e vias metabdlicas (HERNANDES et al., 2020).

Estudo realizado com extrato hidroalcodlicos de caule e folha de U.
guianensis apresentou atividade antiviral conta infecgdo do virus da dengue
(MELLO et al., 2017). Além disso, extrato de U. guianensis também apresenta
atividade imunoestimulante (HEITZMAN et al., 2005).
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3 HIPOTESE

A caracterizagdo genética por marcador molecular e avaliagédo do teor dos
alcaloides mitrafilina e isomitrafilina viabiliza a conservagao de genotipos elites

de U. guianensis em banco de germoplasma in vitro.

4 JUSTIFICATIVA

A extragcdo de U. guianensis é realizada atualmente, no seu local de
origem, no bioma Amazénia, de forma extrativista sem padronizagdo de matéria
prima o que compromete a produgao de fitoterapicos ja existentes no mercado.
A estruturacdo de um banco de germoplasma in vitro possibilitara a propagagao
de clones elites para atender a demanda nacional e internacional da espécie,
considerando que a legislagao brasileira permite a permuta de material genético

com outros paises.

5 OBJETIVO

Estabelecer o banco de germoplasma in vitro e genotipar plantulas de U.
guianensis selecionadas quanto a produgcdo de alcaloides oxinddlicos

pentaciclicos.

6 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estabelecer o banco de germoplasma in vitro de U. guianensis;

2. Quantificar mitrafilina e isomitrafilina de plantulas de U. guianenses
mantidas no banco de germoplasma in vitro da UNAERP;

3. Genotipar por marcador molecular SCoT acessos de U. guianensis

mantidos no banco de germoplasma in vitro.
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7 MATERIAL E METODOS

7.1 COLETA DE SEMENTE EM AREAS DE OCORRENCIA NATURAL DA
ESPECIE.

As coletas de sementes de 5 individuos por populagao de U. guianensis
foram realizadas nos municipios de Bannach (PA), Carlinda (MT), Colider (MT),
Sinop (MT), Alta Floresta (MT), Feijo (AC), Rio Branco (AC), Xapuri (AC), Santana
(AP), Boca do Acre (AM), Tarauaca (AC) (Figura 3). Exsicatas de todos os
individuos foram depositadas no Herbario de Plantas Medicinais da Universidade
de Ribeirdo Preto (HMP-UNAERP, Ribeirdo Preto, S&o Paulo, Brasil).

Figura 3- Mapa contendo os municipios das coletas
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As informacgdes sobre topografia, caracteristicas do habitat, data da coleta,
frequéncia dos individuos e caracteristicas morfolégicas das plantas foram

anotadas em caderneta de campo. Foram obtidos os dados de localizagao



geografica (altitude, latitude e longitude) (Tabela 2) por meio do Sistema de
Posicionamento Global (GPS) para indicagao exata da localidade.

Tabela 2- Tabela com nomes da cidade e as coordenadas do GPS das
coletas das sementes de Uncaria guianensis

Localidade Latitude Longitude Altitude (m)
Alta Floresta (MT) 9° 66’ 0,95” 56° 01’ 84,9” 238
Bannach (PA) 7° 33 24,07 50° 37 12,47 393
Boca do Acre (AM) 8°47 52,0” 67°17’ 21,0” 120
Carlinda (MT) 9° 97’ 76,9” 55° 80’ 14,17 258
Colider (MT) 10077 49, 7" 55° 45’ 57,8” 398
Feijé (AC) 8°11’ 8,10” 70° 22’ 26,3” 161
Rio Branco (AC) 9° 54’ 442" 67° 26’ 46,8” 201
Santana (AP) 0° 03’ 47,5” 51° 14’ 86,0” 12
Sinop (MT) 11° 98’ 7,30” 55°51’71,0” 363
Tarauaca (AC) 7° 56’ 55,19” 71°28’ 51,37 199
Xapuri (AC) 10° 36’ 2,50” 68° 00’ 32,8” 211

7.2 INTRODUCAO DE SEMENTES IN VITRO
As sementes foram coletadas, separadamente, dos individuos

selecionados no campo e acondicionadas em frascos de vidro, previamente
identificado com local de coleta e o codigo do acesso.

Para realizacdo da assepsia, as sementes foram embaladas em papel de
filtro e colocadas em frascos contendo solugdo fungicida 0,5 % (Cercobin®),
sendo mantidas sob agitagdo por 24 horas em mesa agitadora. Posteriormente,
transferiu-se as sementes para outro frasco contendo solugcédo de Hipoclorito de
Saodio a 1 %, sendo as mesmas mantidas sob agitagéo por 20 minutos.

Apds o procedimento descrito acima, as sementes foram lavadas por 3
vezes com agua destilada autoclavada, em fluxo laminar e entdo foram
inoculadas em frasco de 8,5 x 4 cm (altura x didmetro), contendo 15 mL meio WP
(Wood Plant) basal, suplementado com 20 g.L-! de sacarose, 2,5 g.L"' de agente
geleificante (Gellex®) e o pH foi ajustado para 6,0. Foram inoculadas trinta
sementes, em meio de cultura, de cinco individuos de cada uma das onze
localidades (Tabela 2). O material previamente identificado com local de coleta e
o codigo do acesso e foi mantido em sala de crescimento, com fotoperiodo de 18

X 6 horas (claro x escuro), a temperatura de 22 °C (+ 3).
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7.3 EFEITO DO MEIO DE CULTURA E CONCENTRAGCOES DE BAP NO
DESENVOLVIMENTO DOS EXPLANTES

Seguimentos nodais foram introduzidos em trés meios de culturas
diferentes MS (Murashige & Skoog, 1962) com 30 g.L"" de sacarose, SH (Schenk
& Hildebrant 1972) com 30 g.L-! de sacarose e WP (Wood Plant 1981) com 20
g.L-! de sacarose, 2,5 g.L" de agente geleificante (Gellex®) e o pH foi ajustado
para 6,0.

ApOs a realizacado do experimento, com diversos meios de cultura, foram
adicionadas diferentes concentragées (0; 2,2; 44 e 11 uM) de 6-
Benzilaminopurina (BAP) em meio de cultura WP. Foi inoculado 1 segmento
nodal com cerca de 0,5 cm de comprimento, em cubeta de 8,5 x 2,5 cm (altura x
diametro) contendo 6 mL (£ 2 cm) de meio de cultura. Esses explantes foram
mantidos em sala de crescimento com fotoperiodo de 18 x 6 horas (claro x
escuro), a temperatura de 22 °C ( + 3 ), por 45 dias.

Os experimentos in vitro foram realizados em ftriplicata, com 10

repeticoes por tratamento.

7.4 SELECAO DE GENOTIPOS PARA AVALIACAO GENETICA E QUIMICA.

ApoOs a obtengao das plantulas (aproximadamente 360) introduzidas in
vitro, foram selecionados 128 individuos considerados os mais robustos e
vigorosos, sendo eles representantes dos acessos coletados em onze
localidades (Tabela 2). Esses individuos foram submetidos a analise quimica por
CLAE-DAD e, ap6s a avaliagédo do perfil cromatografico, foram selecionados 20
individuos que apresentaram ampla diversidade quanto a presenca de alcaloides
oxinddlicos, sendo que entre eles houve pelo menos uma planta de cada uma
das onze localidades alvo deste estudo (Figura 4). Esses individuos foram
posteriormente avaliados quanto a diversidade genética e quanto ao teor de
mitrafilina e isomitrafilina, os quais sdo considerados os marcadores quimicos da

espécie (Honorio et al., 2018).
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Figura 4 - Selecéo dos individuos de Uncaria guianensis para analise da
diversidade genética.
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7.5 EXTRACAO DE DNA

A parte aérea de plantulas mantidas in vitro foi utilizada para a extragao
do DNA gendmico, pelo método CTAB (DOYLE e DOYLE, 1987) com algumas
modificagdes. 100 mg de tecido vegetal de cada individuo foram maceradas em
nitrogénio liquido e adicionados 1200 yL do tampao de extracao, em seguida os
tubos foram incubados em banho-maria a 65° C por 30 min. Posteriormente, a
amostra foi resfriada a temperatura ambiente e sobre a mesma foi adicionado
200 pL de clorofil (cloroférmio + alcool isoamilico 24:1) para promover a extragao
dos lipideos, proteinas e polissacarideos.

ApOs agitacao, o material foi centrifugado a 14000 xg/5min. A fase aquosa
foi removida para outro tubo, a qual foi adicionado 600 uL de isopropanol para a
precipitagcdo dos acidos nucleicos. Apos centrifugacdo a 14000 xg/10min, foi
adicionado ao sedimento 1 mL de tamp&o de lavagem (etanol 70 % v/v e acetato
de aménio 10 mM), que permaneceu a temperatura ambiente por 20 min (Figura
4). A centrifugacéo foi repetida a 14000 xg/5min, o sobrenadante foi descartado
e o sedimento (DNA) foi lavado duas vezes em etanol 70 %, seguido de
centrifugacdo a 14000 xg/5 min. Apds uma hora de secagem, a temperatura
ambiente, o “pellet’ foi ressuspendido em 50 uL de agua ultrapura (Milli-Q). A
qualidade do material genético de cada individuo foi analisada por meio de
eletroforese em gel de agarose 1 % com tampdo de corrida TEB 1X sob
condi¢cbes controladas de 100 V por 60 minutos e quantificado através do
espectrofotdbmetro NanoDrop (NANOPHOTOMETER IMPLEN P 360).
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Apos a ressuspensdo do DNA, extraido e quantificado de cada individuo,
foi realizada a diluigho para uma concentragdo de 10 ng.uL' e foram
selecionados trés individuos de cada populagdo para realizar o teste com as

combinagdes de primers.

Figura 5- llustracdo da metodologia de extragdo de DNA de Uncaria
guianensis
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7.6 REAGCAO DE PCR

Os fragmentos resultantes da PCR para a U. guianensis foram submetidos
a eletroforese em gel de agarose 1,2 % (KASVI®), contendo 30 pogos.

Foram aplicados 15 uL para cada amostra, sendo 10 yL da amostra e 5
ML de tampao de carregamento e 0,8 yL para o marcador de peso molecular de
100 pb. As condi¢des da corrida foram: 60 V por 6 horas. A visualizagédo do gel
aconteceu, apos as 6 horas de corrida e foi gerada uma imagem do gel pelo
equipamento Gel Logic 112, que possibilitou a leitura bandas em presencga e

auséncia.
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7.7 ANALISE COM MARCADOR SCOT

A analise SCoT foi realizada de acordo com o protocolo desenvolvido por
Collard e Mackill (2009). Foram testados os 36 primers para a escolha dos nove
primers melhores para U. guianensis (Tabela 3).

Para as reagdes de amplificacao utilizou-se 1 pL de tampéo de reacgao a
10X, 0,3 yL de MgCl2 (25 mM), 1 uL de mix de dNTP (2,5m M), 1 uyL primer
Forward (me) (5 uM) , 0,1 yL Taq DNA polimerase (5 U/ yL), 1 uyL de DNA (10
ng.uL") e agua deionizada para completar o volume de 10,0 WL.

Esta reacao foi submetida a uma etapa inicial de desnaturagao a 94 °C por
3 min, seguido por 35 ciclos a 94 °C por 1min; 50 °C, 1 min, 72 °C, 2min; e para
finalizar 72 °C por 5 minutos a uma temperatura de 72°C para a extensao da fita
de DNA. Antes da aplicagdo das amostras no gel foi feita a desnaturagdo das
fitas em termociclador a 95 °C por 5 minutos. Todas as amplificagbes foram
aplicadas em gel de agarose a 1,2 %, corado com brometo de etidio e visualizado
sob luz de UV.

Tabela 3 - Sequéncia dos 36 primers testados para SCoT em Uncaria
guianensis.

Sequéncia dos primers

1 CAACAATGGCTACCACCA
2 CAACAATGGCTACCACCC
3 CAACAATGGCTACCACCG
4 CAACAATGGCTACCACCT
5 CAACAATGGCTACCACGA
6 CAACAATGGCTACCACGC
7 CAACAATGGCTACCACGG
8 CAACAATGGCTACCACGT
9 CAACAATGGCTACCAGCA
10 AACAATGGCTACCAGCC
11 AGCAATGGCTACCACCA
12 CGACATGGCGACCAACG
13 CGACATGGCGACCATCG
14 CGACATGGCGACCACGC
15 CGACATGGCGACCGCGA
16 CCATGGCTACCACCGAC
17 CCATGGCTACCACCGAG
18 CCATGGCTACCACCGCC

19 CCATGGCTACCACCGGC
20 CCATGGCTACCACCGCG
21 CGACATGGCGACCCACA
22 ACCATGGCTACCACCAC
23 ACCATGGCTACCACCAG
24 ACCATGGCTACCACCAT
25 CCATGGCTACCACCGGG
26 CCATGGCTACCACCGTC
27 CCATGGCTACCACCGTG
28 CATGGCTACCACCGCCA
29 CATGGCTACCACCGGCC
30 CATGGCTACCACCGGCG
31 CATGGCTACCACCGCCT
32 CATGGCTACCACCGCAC
33 CATGGCTACCACCGCAG
34 CCATGGCTACCACCGCA
35 ATGGCTACCACCGGCCC
36 CAACAATGGCTACCACC
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7.8 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DOS ALCALOIDES OXINDOLICOS
PENTACICLICOS (AOP) MITRAFILINA E ISOMITRAFILINA.

A parte aérea de plantulas mantidas in vitro foi seca em estufa de ar
circulante a temperatura de 45 °C e triturada com pistilo em almofariz de
ceramica, obtendo-se a droga vegetal de cada individuo, separadamente, para a
quantificacdo dos alcaloides oxindodlicos mitrafilina e isomitrafilina.

Adicionou-se 1TmL de metanol 100 % (Synth®) a droga vegetal (10 mg) e
a amostra foi mantida em ultrassom por 5 minutos (Eco-sonica modelo Q5.9/37).
O material permaneceu em maceracao estatica por 24 horas, a temperatura
ambiente (22+1°C). Este procedimento foi realizado em ftriplicata. Os extratos
foram filtrados e secos.

O extrato seco foi ressuspendido em metanol 100 % (Synth®) e aplicados
em cartucho de C18 (Supelco® - LC18 reorder 57054), previamente ativado com
metanol.

Em seguida os extratos secos foram pesados e solubilizados em metanol
(JT BAKER — CAS 67-56-1): H20 (Milli-Q) (85:15) na concentragéo de 10 mg.mL"
' e filtrado em filtro seringa millipore 0,22 e 1 mL do extrato foi acondicionado em
vial para andlise. Os analitos em solugdo (10 mg.mL"") foram submetidos a
injecéo para analise dos alcaloides mitrafilina e isomitrafilina cuja estruturas estéo

apresentadas na Figura 6.

Figura 6. Estruturas dos alcaloides mitrafilina e isomitrafilina

H4CO,C H,CO,C

Mitrafilina Isomitrafilina

FONTE: Adriana Aparecida Lopes.
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As condigbes cromatograficas utilizadas foram: CLAE Shimadzu (LC-10 AD
vp), acoplado a detector de arranjo diiodo (SPD-M10A), coluna Zorbax XDB (150
x4.6mmi.d., 5um) (Agilent, USA) protegida por uma coluna guarda Eclipse XDB-
C18 (4.6 x 12.5 mm i.d., 5um). A fase mével utilizada foi acetonitrila (JT BAKER
— CAS 75-05-8) (solvente A) e acetato de aménio (Neon — CAS 631-61-8) 10 mM
(ajustado para pH 6.9 com trietnolamina) (solvente B) em um gradiente linear
programado: 35 % B (0.01 — 18.00 min); 50 % B (18.01 — 25.00 min); 35 - 100 %
B (25.01 - 40 min). As analises foram conduzidas em temperatura ambiente (22
+ 1 °C) por 45 minutos com fluxo de 0,8 mL.min"" e detecgdo no comprimento de
onda de 245 nm. Sendo o volume de injegdo de 20 pL. Todos os dados foram
processados pelo software LC-Solution Multi-PDA.

Para a quantificagdo dos alcaloides foram utilizados os padroes de
mitrafilina e isomitrafilina, os quais foram solubilizados em metanol e analisado
por CLAE analitico. Foi realizada uma curva de quantificagado dos alcaloides nas
concentracbes de 125; 62,5; 31,25; 15,625 e 7,8125 ug/mL, o experimento foi
realizado em triplicata. O limite de quantificacdo e de detecgao da mitrafilina foi

de 0,40 e 0,13 e da isomitrafilina foi de 1,03 e 0,34, respectivamente.

7.9 ANALISE POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ULTRA EFICIENCIA
COM DETECTOR DE ARRANJO DE DIODOS E DE MASSAS (CLUE-EM)

As analises utilizando cromatoégrafo liquido de ultra eficiéncia com detector
de arranjo de diodos e de massas (CLUE-EM) foram realizadas no Departamento
de Quimica Organica da Universidade de Sdo Paulo, com a colaboragdo do Dr.
Eduardo José Crevelin.

Os padrdes auténticos dos alcaloides mitrafilina (ChromaDex, Irvine, CA,
USA), isomitrafilina (ChromaDex, Irvine, CA, USA) e extrato metanolico de U.
guianensis foram solubilizados separadamente em metanol (1,0 mg mL") e
injetadas em aliquotas de 5 pL. foram analisados em sistema de Cromatografia
Liquida de Ultra Performance acoplada a detector de massas (UPLC H-Class -
Waters Corporation - Xevo TQ-S tandem quadrupolo - Waters Corporation,
Milford, MA), operando com uma fonte de ionizagdo Atmospheric Pressure

Chemical lonization (APCI) em modo positivo de analise. O volume de injec&do de
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amostras foi de 5 yL em uma coluna Zorbax Eclipese XDB - coluna C18 (150 x
4,6 mm 1.D.; 3,5 ym de tamanho de particula) de Agilent.

O sistema de fase mdvel consistiu de um gradiente de eluicdo com os
solventes (A) acetato de amoénio 0,2 % e (B) acetonitrila, iniciando com 35% de
B por 18 min., de 35 a 50% de B até 32 min., manteve-se em 50% de B até 35
min., retornando para 35% de B, até 40 min da analise. O fluxo utilizado foi de

0,6 mL min'.

7.10 ANALISES ESTATISTICAS

O delineamento experimental adotado nos experimentos foi o inteiramente
casualizado. Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de variéncia
(ANOVA), com regressao linear utilizando o programa SISVAR V.5.1 sendo as
médias dos tratamentos comparados pelo teste de Scott-Knott a 5 % de
significancia. Para a obtengcdo da medida da similaridade genética foi calculado
o indice de Jaccard (a/a+b+c) onde, “a” representa o niimero de concordancia
positiva do tipo 1-1, “b” € o numero de discordancia 1-0 e, “c” € o numero de
discordancia do tipo 0-1.

Em seguida, ao método hierarquico de Jaccard, o modelo UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) foi utilizado para promover
o agrupamento. A consisténcia dos agrupamentos foi obtida com bootstrap de
1000 réplicas.

A mesma matriz foi analisada por PCoA (Analise em Coordenadas
Principais) visando determinar a formacédo dos grupos (Genalex, PEAKALL;
SMOUSE, 2006) e para a discriminagao entre os individuos foi empregado o
meétodo bayesiano utilizando o programa Structure verséo 2,1 (PRITHARD et al.,
2000).

Foi utilizado o modelo “no admisture” com frequéncias alélicas nao
correlacionadas, por se tratar de banco de germoplasma. O numero de interagdes
ultilizadas no burn-in e MCMC (Markov Chain Monte Carlos) foram de 1.000.000
e 500.000, respectivamente com cinco interacdes independentes e valores de K
variando de 1 a 10, sendo que o numero 6timo foi estimado de acordo com
(EVANNO, 2005).
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8 RESULTADOS

8.1 BANCO DE GERMOPLASMA

Apos trés anos de manutengdo do banco de germoplasma in Vvitro,
atualmente o numero de individuos conservados é de 360. Esse numero € bem
expressivo e devera ser continuamente avaliado quanto a diversidade quimica e
genética, para que sejam mantidos apenas 0s acessos representativos da
diversidade da espécie. O excesso de individuos em banco de germoplasma

torna-o inviavel, ao longo do tempo, do ponto de vista econémico.

8.2 AVALIACAO DE MEIO DE CULTURA BASAL E CONCENTRACOES DE
BAP

N&o houve diferenga estatistica entre os meios MS e WP quanto a altura
(cm) do caule e numero de gemas no caule e o meio SH diferiu estatisticamente
destes, apresentando resultado inferior quanto aos parametros avaliados (Tabela
4).

O experimento realizado com meio de cultura WP, suplementado com
diferentes concentragdes de BAP, mostrou que a concentracdo de 5,5 uM
promoveu 0 maior numero de gemas no caule (4,7 ) (Figura 7) e a maior altura
do caule(1,15 cm).

Tabela 4- Efeito dos meios de culturas MS (Murashige e Skoog), WPM
(Wood Plant Medium) e SH (Schenk e Hildebrant) no desenvolvimento de
explantes de Uncaria guianensis

Tipos de meio de

Altura (cm) N° de gemas no caule
cultura
MS 0,85 a 1,50 a
WP 0,76 a 1,43 a
SH 0,57 b 1,03 b

As médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Figura 7- Efeito de diversas concentragdes de 6-Benzylaminopurine
(BAP) na altura e numero de gemas em explantes de U. guianensis
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Trabalho anteriormente realizado in vitro com U. guianensis mostrou a
efetividade do meio MS na producao de brotos, demonstrando ser esse o melhor
meio basal para a espécie (PEREIRA et al.,2005). Esse resultado corrobora com
os dados obtidos no presente estudo e concluimos que a resposta quanto ao
crescimento e multiplicacdo em ambos os meios, MS e WP, nao diferem
estatisticamente.

O trabalho citado acima demonstrou que o meio de cultura %2 MS, com
sacarose, foi melhor do que o MS sem diluicdo, ao compararmos a quantidade
de sais do meio WP e Y2 MS concluimos que o nitrato de aménia (NH4NO3) e o
cloreto de calcio (CaCl,.2H,0O) apresentam a mesma propor¢ao nesses meios
basais e que em funcdo do MS ser mais barato este pode ser o meio mais
recomendado, tanto na sua formulag&o original quanto na forma diluida Y2 MS,
se o objetivo for a propagagao em larga escala.

Resultado semelhante foi relatado com figueira (Ficus carica) em que 0s
meios de cultura 2 MS e WP apresentaram resultados equivalentes, quanto ao

desenvolvimento de gemas apicais (PALU et al., 2014)
8.3 DIVERSIDADE GENETICA E QUIMICA
A extracao de DNA foi eficiente para todos os individuos de U. guianensis,

dentre os 36 primers utilizados foram selecionados nove, por apresentarem maior

nitidez e polimorfismo. Os nove primers escolhidos amplificaram de 16 a 30



bandas, por primer, com um total de 201 bandas amplificadas, apresentando um

polimorfismo médio de 92,91 % (Tabela 5).

Tabela 5 - Numero de bandas e polimorfismo obtidos em cada primers em
Uncaria guianensis

Primers N° de N° de bandas Polimorfismo
bandas polimérficos (%)
13 CGACATGGCGACCATCG 30 28 93,33
14 CGACATGGCGACCACGC 27 26 96,30
18 CCATGGCTACCACCGCC 23 20 86,96
19 CCATGGCTACCACCGGC 22 21 95,45
21 CGACATGGCGACCCACA 24 22 91,67
28 CATGGCTACCACCGCCA 21 21 100,00
30 CATGGCTACCACCGGCG 16 15 93,75
31 CATGGCTACCACCGCCT 17 15 88,24
35 ATGGCTACCACCGGCCC 21 19 90,48
Total 201 187 -

O marcador molecular SCoT foi eficiente para analisar a variabilidade
genética em individuos de U. guianensis conservados in vitro, sendo a primeira
vez que foi utilizado esse marcador para avaliar diversidade genética na espécie.
A eficiéncia da utilizacdo deste marcador para o estudo da diversidade genética
de outras espécies foi descrita em trabalhos anteriores com Prosopis cineraria,
Dendrobium  nobile, Silybum marianum e Lonicera macranthoides
(BHATTACHARYYA et al., 2013; CHEN et al., 2015; SHEKHAWAT et al., 2018;
RAFIZADEH; KOOHI-DEHKORDI; SORKHEH, 2018).

Os individuos selecionados neste trabalho se dividiram em 4 grupos como
pode ser visto no dendograma obtido pela distancia genética e no grafico de
disperséo de analise em coordenadas principais (FIGURAS 8 e 9).

O primeiro grupo foi composto por 5 individuos, sendo quatro progénies
procedentes do municipio de Bannach (BN1, BN2, BN3 e BN4) e um advindo de
Santana (SA1). Os individuos BN2 e BN3 s&do os mais aparentados e o individuo
SA1 néo ficou agrupado com os individuos de Bannach, embora todos eles
apresentem certa similaridade genética, pois ficaram num mesmo grupo.

O segundo grupo foi constituido por 10 individuos: dois proveniente de
Xapuri-AC (XA2 e XA3), um de Tarauaca-AC (TA1), dois de Sinop-MT (SI1 e
S12), dois de Alta Floresta-MT (AF1 e AF2), um de Feij6-AC (FE1), um de Boca
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do Acre-AM (BC1) e um de Bannach-PA (BN5), este grupo apresenta individuos
provenientes de cinco estados brasileiros Acre, Amazonas, Para, Mato Grosso e
Amapa, revelando que mesmo havendo distancia geografica entre eles, houve
agrupamentos que os individuos AF2 e FE1 e os individuos SI1 e TA1, mostrando
que mesmo havendo um distanciamento geografico eles apresentaram
similaridade genética entre si.

O terceiro grupo foi composto por dois individuos, sendo um de Xapuri-AC
(XA1) e outro de Rio Branco-AC (RB1), esses municipios sdo bem proximos
geograficamente e os individuos apresentam similaridade genética.

O quarto grupo foi formado por trés individuos de dois estados diferentes,
um de Bannach-PA (BN6), um Colider-MT (CL1) e um Carlinda-MT (CA1). Os
individuos BN6, CL1 sdo os mais similares dentro deste grupo. Um fato que
merece destaque € que os individuos CA1, situado nesse grupo foi o mais
distante geneticamente quando comparado com os 19 individuos de todos os
grupos analisados (FIGURA 8 E 9).

O menor coeficiente de similaridade foi entre os individuos CA1 e BN1
(0,32) e o maior foi entre os individuos BN2 e BN3 (0,78) (Tabela 6). O fato de
haver individuos com quase 80% de dissimilaridade genética mostra que os
acessos conservados no banco de germoplasma de U. guianensis apresentam
significativa diversidade genética, resultado semelhante foi demonstrado em
estudo realizado com 23 acessos de Cocus nucifera, localizados em diferentes
paises e regides geograficas, os quais apresentaram uma diversidade genética
de 0,37 a 0,91 (RAJESH et al 2015).

30



Figura 8 - Dendograma obtido pela distancia genética de Jaccard e pelo
meétodo de argumento de UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetc
Mean) em individuos de Uncaria guianensis
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Figura 9- Gréafico de dispersdo de analise em coordenadas principais
(PCoA) em individuos de Uncaria guianensis chamara a figura 9 no texto
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genotipos e Uncaria guianensis

Tabela 6 - Matriz de similaridade obtida pela distancia genética de Jaccard entre 20

Genétipos BN1 BN2 BN3 BN4 BN5 BN6 CA1 CL1 RB1 XA1 XA2 XA3 SA1 SHM SI2 TA1 AF1 AF2 BC1 FE1
BNT 100 - - - - - - e
BN2 076 100 - - - - = o oo oL
BN3 072 0,78 1,00 - - - = - - o oL
BN4A 062 065 0,70 1,00 - - - - - - o ..o oo
BN5 046 046 047 041 1,00 - - - - - - o o oo oo
BN6 043 043 046 049 043 100 - - - - - - oo oo oo
CA1 032 034 034 041 044 046 100 - - - = = = o oo oo
CL1 035 036 035 034 041 048 043 1,00 - - - - - - - o o o o .
RB1 046 046 049 049 043 045 038 038 100 - - - - = = .« o o o .
XA1 046 048 047 048 039 045 035 039 064 100 - - - - - - - - . .
XA2 042 042 043 045 044 041 040 038 037 040 1,00 - - - - - - - - .
XA3 047 050 046 048 045 036 040 037 039 040 052 100 - - - - - - - .
SA1 060 061 0,60 061 046 044 035 035 060 056 041 043 100 - - - - - - -
SM 048 048 044 049 044 042 045 038 0238 037 047 050 051 100 - - - - - -
Sl2 046 055 051 049 043 0,38 039 040 045 0,238 041 049 053 054 100 - - - - -
TA1 043 047 044 046 043 041 039 038 039 043 043 042 048 057 052 100 - - - -
AF1 053 049 053 049 054 043 048 046 0,39 0,38 046 052 045 047 047 048 100 - - -
AF2 059 058 0,60 052 057 045 044 043 046 046 050 055 056 053 049 050 067 100 - -
BC1 046 054 047 046 052 046 050 042 037 040 048 049 046 048 049 050 055 060 100 -
FE1 049 053 055 051 053 045 050 043 046 044 046 050 057 050 051 056 063 068 0,63 1,00
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A andlise bayesiana realizada no programa STRUCTURE (Figura 10),
indicou a formagao de dois grupos génicos (K2), sendo que os individuos BN2,
BN3, BN1 e BN4, indicado pela cor verde, sao pertencentes ao mesmo o grupo
génico, enquanto os individuos indicados pela cor vermelha compdem o outro
grupo. Um trabalho realizado pelo nosso grupo de pesquisa com populagdes
naturais U. guianensis utilizando o molecular SRAP  (sequence-related
amplified polymorphism), mostrou a presenca de 3 grupos génicos (K3)
(HONORIO et al., 2018). Assim, como a grande maioria dos acessos
depositados no banco de germoplasma foram coletados nas mesmas regides
geograficas do referido trabalho, é possivel considerar que os acessos
conservados no banco de germoplasma representam uma consideravel parte

da diversidade da espécie encontrada nas populagdes naturais.

Figura 10 - Grupos génicos dos individuos de Uncaria guianensis
analisados através do programa STRUCTURE. A mesma cor para genotipos
diferentes indica que eles pertencem ao mesmo grupo génico

1.00
080
0.60
0.40

0.20

0.00

BN5 BN6 CA1 CL1 RB1 XAl XA2 XA3 SI1  SI2 TA1 AF1 AF2 BCl1 FE1 SA1 BN2 BN3 BN1 BN4

Os gendtipos foram separados pelo teor de mitrafilina e isomitrafilina
com destaque para trés individuos (XA3, SA1 E CA1) advindos dos estados
de Acre, Amapa e Mato Grosso, os quais apresentaram elevados teores
desses alcaloides (Tabela 7). Associando os dados quimicos com os dados
genéticos foi constatado que existe diversidade genética entre esses
individuos, pois ficaram em grupos diferentes (Figuras 8 e 9).

Com relagao aos individuos que apresentaram os menores teores dos
alcaloides destacam-se BN1 e BN3 (Tabela 8), sendo que ambos pertencem

ao mesmo grupo génico (Figura 10).
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Tabela 7 - Teor de mitrafilina e isomitrafilina em gendtipos de Uncaria
guianensis mantidos in vitro

Alcaloide
Genétipos* mitrafilina Isomitrafilina
(mg.g™! de droga vegetal seca)
BN 1 0,98 q 1,33 s
BN 2 1,29 o 1,65 q
BN 3 0,74 r 1,21t
BN 4 1,72 m 2,64 n
BN 5 3,15f 4,72 d
BN 6 1,47 n 2410
CA1 413 c 5,58 ¢
CL1 2,06 | 3,15
RB 1 2,031 2,64 n
XA 1 2,81h 4,01g
XA 2 3,70 e 4,52 e
XA 3 5,43 a 6,42 a
SA 1 4,79 b 6,35b
Si1 1,74 m 2,85 m
Sl 2 2,20 2,97 |
TA1 2,96 ¢ 3,73
AF 1 1,15p 1,50 r
AF 2 1,70 m 2,32p
BC1 2,58 3,85h
FE1 3,86 d 412 f

*BN= Bannach- PA, CA= Carlinda- MT, CL= Colider-MT, RB= Rio Branco-AC, XA=
Xapuri-AC, Sl= Sinop-MT, TA= Tarauaca-Ac, AT= Alta Floresta-MT, BC1= Boca do Acre- AM
e FE = Feij6-AC. As médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Os vinte individuos analisados, quanto ao teor de mitrafilina e
isomitrafilina, foram separados em trés grupos: alto, médio e baixo produtores
desses alcaloides oxindolicos pentaciclicos (Figura 11 a e b). Assim, os
acessos denominados CA1, XA2, FE1, XA3 e SA1, provenientes dos
municipios Carlinda (MT) Xapuri (AC), Feij6 (AC) e Santana (AP)
apresentaram os mais elevados teores de mitrafilina, variando de 3,70 a 5,43
mg.g™' de droga vegetal (Tabela 8). Quanto a produgdo de isomitrafilina os
individuos mais produtores sdo os localizados nos municipios de Carlinda
(MT), Xapuri (AC) e Santana (AP) (Figura 11 a e b).

Os individuos que apresentaram concentracdo mediana de mitrafilina
foram BN5, XA1, TA1, BC1, SI2, CL1 e RB1, variando de 2,03 a 3,15 mg.g™
de droga vegetal, advindos dos municipios Bannach (PA), Xapuri (AC), Boca
do Acre (AM), Tarauaca (AP), Sinop (MT), Colider (MT) e Rio Branco (AC).
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Altura

Quanto ao teor mediano de isomitrafilina o grupo foi composto pelos individuos
BN5, XA2, XA1, FE1, TA1, BC1, variando de 3,73 e 4,72 mg.g"' de droga
vegetal, advindo dos municipios de Bannach (PA), Xapuri (AC), Feijo (AC),
Tarauaca (AP) e Boca do Acre (AM) (Figura 10 a e b).

Os individuos que apresentaram menor teor de mitrafilina formaram um
grupo com BNG6, AF2, BN4, SI1, BN2, AF1, BN1, BN3, variando de 0,98 a 1,74
mg.g”"' de droga vegetal e quanto a isomitrafilina os menores teores foram
encontrados no grupo formado por BN1, BN3, BN2 e AF1, CL1, SI1, SI12, BN4,
RB1, BN6 e AF2 variando de 1,33 a 3,15 mg.g™' de droga vegetal, localizados
nos municipios de Bannach (PA), Alta Floresta (MT), Colider (MT), Sinop (MT)
e Rio Branco (AC), é importante ressaltar que os individuos de Bannach foram
0s que apresentaram os baixo teor desses alcaloides.

A divisdo de grupos com alto, médio e baixo teor de mitrafilina e
isomitrafilina nos acessos selecionados de U. guianensis é importante, porque
ha controvérsia quanto a relagdo entre a atividade anti-inflamatoéria
apresentada por essa espécie e a presenga desses alcaloides (SANDOVAL et
al., 2002). Dessa forma, existem extratos padronizados com teores especificos

desses alcaloides e outros que apresentam auséncia dessas substancias.

Figura 11 - Andlise de agrupamento para teor de mitrafilina e
isomitrafilina em Uncaria guianensis com formagdes de grupos com alto,
médio e baixo teores de mitrafilina e isomitrafilina.
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Houve uma correlagéo positiva (r=0,97) entre o teor de mitrafilina e
isomitrafilina, mostrando que os individuos mais produtores de mitrafilina séo

aquele que também produzirdo maiores teores de isomitrafilina (Figura 12).

Figura 12 - Correlagao entre a producao de mitrafilina e isomitrafilina
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Figura 13 - Cromatogramas obtidos por cromatografia liquida de ultra
eficiéncia com detector de arranjo de diodos e de massas (CLUE-EM) dos
padrées de mitrafilina (A), isomitrafilina (B) e extrato metandlico de U.
guianensis (C)
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A anadlise do extrato de U. guianensis analisado por CLUE-EM em
conjunto com padrées confirmou a presenga dos alcaloide mitrafilina e
isomitrafilina (FIGURA 13).

A andlise dos cromatogramas obtidos por CLAE mostrou que os vinte
individuos avaliados foram separados em quatro grupos quanto a presenca de
alcaloides oxindélicos majoritarios (Tabela 8 e APENDICE).

O grupo 1 foi formado pelos individuos advindos de Carlinda-MT (CA1)
e de Xapuri-AC (XA3), cujo alcaloide majoritario é a isomitrafilina.

Quanto ao grupo 2 os individuos procedentes de Bannach-PA (BN5),
Boca do Acre-AM (BC1), Colider-MT (CL1), Santana-PA (SA1), Rio Branco
(RB1), Tarauaca (TA1) e Xapuri-AC (XA1) ficaram agrupados, todos
apresentaram dois alcaloides oxindolico como compostos majoritarios, sendo
um tetraciclico a isorinchofilina e outro pentaciclico a isomitrafilina.

O grupo 3 foi formado pelos individuos de Bannach-PA (BN1, BN2,
BN3, BN4, BN6), Sinop-MT (SI1) e Xapuri-AC (XA2), todos eles apresentam o
alcaloide oxinddlico tetraciclico isorinchofilia como majoritario, destacando que
esse grupo apresenta mais individuos provenientes de Bannach, do que de
outros municipios.

O grupo 4 foi formado pelos individuos Alta Floresta-MT (AF1 e AF2),
Feijo-AC (FE1) e Sinop-MT (SI2), todos eles apresentaram trés alcaloides
oxinddlicos majoritarios sendo um tetraciclico isorinchofilina, e dois
pentaciclicos isomitrafilina e pteropodina. Este grupo tem predominancia de
individuos localizados no estado do Mato Grosso.

Foi constatado expressiva diversidade de alcaloides oxindolicos,
somando oito tipos diferentes, sendo que todos os gendtipos avaliados
apresentaram mitrafilina, isomitrafilina, pteropodina e isorinchofilina, 90 %
produziram isopteropodina, 80% acumularam especiofilina, 55 % produziram
rinchofilina e apena 40% apresentaram uncarina F (Tabela 9).

Dentro dos quatro grupos que foram separados pela presenca dos
alcaloides maijoritarios é possivel distingui-los da seguinte forma: grupo |
composto por individuos que produzem maijoritariamente alcaloide oxindélico
pentaciclico (isomitrafilina); grupo Il  alcaloides oxindolicos pentaciclico e
tetraciclico (isomitrafilina e isorinchofilina); grupo Il alcaloide oxinddlico
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tetraciclico (isorinchofilina) e o grupo IV alcaloides oxinddlicos pentaciclico e
tetraciclico (isomitrafilina, isorinchofilina e pteropodina). Essa distribuigao de
individuos na natureza que apresentam como compostos majoritarios
alcaloides tetraciclicos, pentaciclicos e a mistura dos dois, parece ser um
padrao considerando que isso também foi constatado na espécie U. tomentosa
em que foram encontrados trés grupos quimicos distintos com essas mesmas
caracteristicas (PENALOZA et al., 2015).

A identificagdo de acessos no banco de germoplasma com diferentes
quimiotipos € importante, pois dependendo do interesse da industria
farmacéutica a propagagdo em larga escala pode ser realizada com
determinado quimiotipo especifico.

Um fato importante é que os alcaldides oxinddlicos tetraciclicos (AOT)
atuam no sistema nervoso central, enquanto que os pentaciclicos (AOP)
afetam o sistema imunoldgico e além disso, ha dados que mostram que os
alcalbides tetraciclicos exercem efeitos antagbnicos sobre a agdo dos
pentaciclicos (Reinhard, 1999). Todas essas informag¢des consolidam a
necessidade de producado de clones bem caracterizados quanto aos teores

desses alcaloides.

Tabela 8 - Grupos de individuos formados por alcaloides majoritarios
mantidos in vitro de Uncaria guianensis

Grupos Individuos Alcaloides majoritarios
1 CA1 e XA3 isomitrafilina
BNS5, BC1, CL1, SA1, . et L -
2 isomitrafilina e isorinchofilina

RB1, TA1 e XA1
BN1, BN2, BN3, BN4,
BNG, SI1 e XA2

4 AF1, AF2, FE1 e SI2

3 isorinchofilina

isomitrafilina, isorinchofilina e
pteropodina
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Tabela 9 - Alcaloides presentes nos vinte gendtipos de Uncaria
guianensis mantidos in vitro

Alcaloides Quantic’la_des de Porcentagem
genotipos (%)
especiofilina 16 80
uncarina F 8 40
mitrafilina 20 100
rinchofilina 11 55
isomitrafilina 20 100
pteropodina 20 100
isorinchofilina 20 100
isopteropodina 18 90

9 CONCLUSOES

e Foi estabelecido o banco de germoplasma in vitro de U.
guianensis em ampla base genética advinda de acessos
coletados em cinco estados brasileiros;

e Todos os acessos avaliados produziram os marcadores
quimicos da espécie mitrafilina e isomitrafilina, além disso os
individuos  apresentaram também alcaloide oxidolicos
tetraciclico;

e O marcador molecular SCoT foi eficiente na deteccdo da
variabilidade genética dos acessos avaliados de U. guianensis

mantidos no banco de germoplasma in vitro.

Os acessos mantidos no banco de germoplasma estaréo, a partir desse
estudo, disponivel para a multiplicagdo em escala, podendo atender
demandas especificas da industria farmacéutica e de programas de

fitoterapia como Farmacias Vivas.
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