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Resumo

Analises quimicas, morfoldgicas, anatbmicas e genéticas comparativas
entre trés formas de Aristolochia gibertii

Como parte de nossa busca continua por compostos bioativos de espécies
aristoloquiaceas, verificamos que Aristolochia gibertii Hook. apresenta potencial
antiplasmaodico, antimicrobiano, citotoxico/antitumoral, larvicida e inseticida. Esta planta
ndo € endémica do Brasil e diferencas morfologicas conspicuas tém sido observadas entre
os individuos desta espécie. Embora Aristolochia spp. sejam um grupo amplamente
avaliado sob diferentes pontos de vista, incluindo quimico, filogenético, morfoldgico,
estudos comparativos focados abaixo do nivel de espécies sdo escassos. Como 0
esclarecimento de questBes inerentes a essa lacuna é relevante no ambito da inovagéao
tecnoldgica e da distribuicdo e diversificacdo de plantas, o objetivo deste trabalho foi
realizar analises quimicas, morfoldgicas, anatdmicas e genéticas comparativas entre trés
formas de A. gibertii, cultivada na UFGD e originaria de trés localidades geograficas
distintas (F1 Mato Grosso; F2 Selviria- MS; F3 Dourados-MS). F1 é um exemplar tipico
de A. gibertii e foi utilizado como referéncia. As folhas foram colhidas e imediatamente
secas com silica gel. Essas amostras foram submetidas a procedimentos de extracdo de
DNA, seguido de etapas de amplificacdo e sequenciamento de dois genes cloroplastidiais
— rbcL e matK. A primeira rbcL concluiu 100% de identificacdo entre as formas,
demonstrando para davidas futuras que apesar da morfologia diferente pertencem a
mesma espécie, enquanto a sequéncia matK, que segundo varios autores € uma regiao que
pode variar, permitiu confirmar F1 a F3 como A gibertii, com base nos resultados de
similaridade obtidos na plataforma BOLD Systems e na exclusdo de espécies
classificadas que diferem morfologicamente de A. gibertii. Na analise da regidao matK
observamos 17 sitios variaveis entre as formas, confirmando nossa hipotese de que além
de diferengas morfologicas das flores a genética também apresenta variagdes, assim como
na parte anatdmica. Por meio da microscopia, foi possivel identificar algumas diferencas
como nas células epidérmicas das folhas de F3, 0s quais tém paredes anticlinais onduladas
no lado adaxial e sinuosas no lado abaxial, enquanto as outras duas formas tém paredes
retas em ambos os lados. A F1 apresentou caracteristicas mais distintas das demais

formas, apresentando cristais como drusas entre outras.



A F2 tem uma composi¢ao quimica quase idéntica aquela de F1, corroborando os achados
morfolégicos que levaram a proposta de que F1-F3 sdo a mesma espécie. Diferengas
morfoldgicas significativas foram observadas entre F1-F3, principalmente em relagcdo ao
tamanho da flor e proporcao do comprimento entre o labio superior e inferior. Cerca de 2
g de folhas de cada forma foram extraidas com hexanos-EtOAc 1:1 e MeOH,
sucessivamente, para dar 6 extratos, que foram analisados por RMN e UHPLC-MS/MS.
Diterpenoides e kusunoquinina foram encontrados como marcadores quimicos de A.
gibertii. Essa lignana de dibenzilbutirolactona foi encontrada em todas as amostras.
Curiosamente, o acido colavénico ndo foi detectado em F3, embora fosse o principal
diterpenoide em F1 e F2. As outras semelhancas quimicas e diferencas entre F1 e F3.
Assim, nossos resultados preliminares indicaram que F1 a F3 sdo todos A. gibertii, que
diferem ndo apenas morfologicamente, mas do ponto de vista genético e em termos de

perfil quimico.

Palavras - chave: polimorfismo, morfoanatomia, quimiotipos, DNA barcode.



ABSTRACT

Comparative chemical, morphological, anatomical, and genetic analyses
between three forms from Aristolochia gibertii

As part of our ongoing search for bioactive compounds from aristolochiaceous species,
we verified that Aristolochia gibertii Hook. exhibit antiplasmodial, antimicrobial,
cytotoxic/antitumoral, larvicidal, and insecticidal potentials. This plant is not endemic to
Brazil and conspicuous morphological differences have been observed between
individuals of this species. Although Aristolochia spp. are a group widely assessed from
different points of view, including chemical, phylogenetic, morphologic ones,
comparative studies focused below species level are scarce. Since clarifying issues
inherent to this gap are relevant within scope of both technological innovation and plant
distribution and diversification, the aim of this work was to perform comparative
chemical, morphological, anatomical, and genetic analyses between three forms (F1-F3)
from A. gibertii, cultivated at the UFGD and originally from three separate geographic
localities (F1 Mato Grosso; F2 Selviria-MS; F3 Dourados-MS). F1 is a typical exemplar
of A. gibertii and it was used as reference. Leaves were harvested and immediately dried
using silica gel. These samples were subjected to procedures of DNA extraction, and it
was followed by amplification and sequencing steps of two chloroplast genes — rcbL and
matK. The first rbcL concluded 100% identification between the forms, demonstrating
for future doubts that despite different morphology they belong to the same species, while
the matK sequence, which according to several authors is a region that can vary, allowed
us to confirm F1 and F3 as A gibertii, based on similarity results obtained on the BOLD
Systems platform and on the exclusion of classified species that morphologically differ
from A. gibertii. In the analysis of the matK region, we observed 17 variable sites between
the presents, confirming our hypothesis that in addition to morphological differences in
the flowers and genetic variations, as well as in the anatomical part. Through microscopy,
it was possible to identify some differences as other epidermal cells of leaves in F3 have
wavy anticlinal walls on the adaxial side and sinuous on the abaxial side, while the two
have straight walls on both sides. The F1 presented characteristics different from the other
forms, presenting characteristics more like druses among others.

The F2 had a chemical composition almost identical to that of F1, corroborating the
morphological fin-dings which led to the proposal that F1-F3 are the same species.

Significant morphological differences were observed between F1-F3, mainly in relation



to the size of the flower and length proportion between their upper and lower lips. About
2 g of leaves of each form were extracted with hexanes-EtOAc 1:1 and MeOH,
successively, to give 6 extracts, which were analyses by NMR and UHPLC-MS/MS.
Diterpenoids and kusunokinin were found as chemical markers of A. gibertii. This
dibenzylbutyrolactone lignan was found in all specimens. Curiously, kolavenic acid was
not detected in F3, albeit it was the major diterpenoid in F1 and F2. The other chemical
similarities and differences between F1 to F3. Thus, our preliminary results indica-ted
that F1 to F3 are all A. gibertii, which differ not only morphologically but from a genetic

pers-pective and in terms of chemical profile.

Keywords: polymorphism, morphoanatomy, chemotypes, DNA barcoding.
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1 Introducéo

A diversidade de plantas sempre foi alvo de grande interesse para a humanidade
ao longo dos tempos, principalmente pelas inimeras variedades e formas distintas que
existem na natureza (SNELL; BECKMAN; FRICKE; LOISELLE et al., 2019).

Os efeitos reguladores desta mudanca natural de diversidade, que existe entre
diferentes espécies, conduzem a uma macroevolugdo das plantas, seja em origem ou
extingdo acima do nivel de espécie, atraves da selecdo natural, e esta diversidade de
desenvolvimento estd implicito a taxonomia e filogenia das plantas descritas hoje
(SALAZAR; NAVARRO-CERRILLO; CRUZ; VILLAR, 2018).

Além disso, existe uma consideravel variacdo de desenvolvimento em muitos
individuos de uma mesma espécie, refletindo uma microevolucdo que ocorre dentro de
populacOes atraves de mutacao, deriva, sele¢do natural e fluxo génico, o que pode refletir
a adaptacdo a diferentes ambientes e € a origem da especiacdo das plantas (ZABOTTI;
LEITE; DELLA JUSTINA, 2021).0s individuos de uma espécie podem diferir em
atributos como tamanho, comportamento ou caracteristicas fisioldgicas, variagdes essas
que sdo substanciais para adaptagcdo e sobrevivéncia (BEZERRA, 2020), os animais
muitas vezes podem se mudar para condi¢bes menos competitivas para sobreviver, uma
semente deve germinar e se estabelecer onde cai (JONES, 1967).

Os fatores abioticos e a seletividade ambiental imposta pelo ecossistema as plantas
fazem com essas tenham que se adaptar a novas restrigdes ou simplesmente as mudancas
que lhe sdo impostas. Essas adaptacdes promovem variacdes na expressdo de alguns
caracteres, esses podem ser vistos em niveis fenotipicos, fisiologicos, morfoldgicos ou
tracos comportamentais, constituindo assim caracteristicas funcionais que irdo influenciar
nas suas estratégias ecoldgicas, de reproducdo e sobrevivéncia, o que pode ocorrer a nivel
interespecifico e intraespecifico (LAZARO-NOGAL; MATESANZ; GODOY; PEREZ-
TRAUTMAN et al., 2015; SALAZAR; NAVARRO-CERRILLO; CRUZ; VILLAR,
2018).

As plantas sdo organismos sesseis que dependem de vetores para que a polinizacéo
e a dispersdo acontecam, eles podem ser abidticos como ar e agua ou biodticos como as
moscas (HOELTGEBAUM, 2017). A relagdo entre as plantas e seus polinizadores
possuem uma forte interacdo co-evolutiva, através do tempo dentro das Angiospermas,

essa relacdo ja foi descrita como sendo um dos principais impulsionadores que levaram a
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grande e rapida diversificacdo do grupo no planeta (FENSTER; ARMBRUSTER;
WILSON; DUDASH et al., 2004; VAN DER NIET; JOHNSON; EVOLUTION, 2012).

Os caracteres florais apresentam um importante papel no contexto das inumeras
variedades e formas existentes hoje no mundo, a flor além de ser o 6rgao reprodutivo da
planta, ela também oferece recursos como poélen, néctar, 6leos e resinas, para atrair seus
potenciais polinizadores (BARONIO; DA CUNHA GUIMARAES; DE OLIVEIRA;
MELO et al., 2018; FAEGRI; VAN DER PIJL, 2013; RECH; AGOSTINI; OLIVEIRA;
MACHADO, 2014). Distintas formas morfologicas de flores viabilizam uma maior
precisdo na transferéncia de pdlen entre flores, dado o ajuste morfologico estabelecido
com os polinizadores (ARMBRUSTER, 2014; CARDOSO; VIANA; MATIAS;
FURTADO et al., 2018). Assim variadas estratégias reprodutivas sdo expressas em razao
da otimizacdo da reproducdo cruzada destas plantas, principalmente naquelas que exibem
demandas conflitantes neste processo (HOELTGEBAUM, 2017). Espécies do género
Aristolochia exibem uma série de estratégias reprodutivas que evoluiram
independentemente, por exemplo, termogénese, ressupinacdo e polinizacdo por
armadilha, devido a disposicdo estratégica de seus tricomas que se dispdem para o interior
ao redor do ginostémio, para prender o polinizador temporariamente na flor
(FERNANDEZ; FERRERAS; FARRELL; DE MEDEIROS et al., 2019).

Muitas especies de Aristolochia sdo similares morfologicamente, tornando sua
identificacdo no campo mais ardua, além da diferenca morfoldgica encontrada entre as
espécies desse género, existe também as diferencas morfoldgicas entre os individuos de
uma mesma espécie, e por estas plantas serem usadas indiscriminadamente em mercados
populares sem a devida identificacdo botanica, para os mais diversos fins, até mesmo
medicinal, se faz necessario um estudo mais especifico a nivel infragenérico para uma
melhor classificacio, compreensdo e identificacdo destas espécies (MAGALHAES,
2019). Isso &, talvez, surpreendente, dado que a variacdo de caracteristicas entre 0s
individuos de uma populacdo pode alterar as interacdes com outras espécies e, portanto,
deve ser a chave para entender a dindmica de uma comunidade (UMANA; ZHANG;
CAO; LIN et al., 2018).

Sobre o conhecimento acerca desse tema existe pouco estudo na literatura, a
maioria dos trabalhos que levam em consideracdo as diferencas intraespecificas nas
especies de plantas acabam por focar em vertentes como ecologia funcional desses
morfotipos no ambiente, seus efeitos na sobrevivéncia das populagdes, e na interagcdo com

a comunidade, na quimica se destaca por exemplo a comparagdo e identificacdo de
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constituintes quimicos de 6leos essenciais, € quando falamos do género Aristolochia a
nivel infragenérico os trabalhos se tornam ainda mais escassos (MARTINS; MASSARA,;
BARROSO, 2020).

Francisco (FRANCISCO; MESSIANO; LOPES; TININIS et al., 2008)
investigaram a variabilidade intraespecifica mediante analise de dados obtidos de 6leos
essenciais para classificar e identificar 10 espécies do género Aristolochia, 0s
pesquisadores também compararam os resultados com a morfologia e a taxonomia do
género para obterem evidéncias de possivel significancia quimiotaxonémica, eles
obtiveram resultados significativos e ainda conseguiram isolar uma substancia ainda ndo
descrita na época a filigenina em A. malmeana.

Alguns autores como Hoehne, Neinhuis, Ohi-Tom e Fernandes (FERNANDES;
SILVA; LOPES; DE ALMEIDA et al., 2021; HOEHNE, 1942; NEINHUIS; WANKE;
HILU; MULLER et al., 2005; OHI-TOMA; SUGAWARA; MURATA; WANKE et al.,
2006), destacam que existe uma preocupagdo quanto ao perigo potencial de
medicamentos tradicionais a base de folhas e caules de espécies da familia
Aristolochiaceae, visto que o proprio nome da familia vem a ser: aristos = melhor; lochios
= descarga uterina pds-parto ou expulsdo da placenta (HOEHNE, 1942). Muitas espécies
de Aristolochia, sdo conhecidas como ‘papo-de-peru’, ‘cipo-mil-homens’, ou
simplesmente ‘milome’, essas, muitas vezes sdo utilizadas para tratar dor de estdmago e
intestino, além de serem utilizadas para induzir o parto, ou abortos. Por conta dos
maleficios causados a saude pelo uso de chas a base de espécies de Aristolochia a OMS
(Organizagdo Mundial de Saude) proibiu o uso dos principios ativos dessas plantas, mas
ainda é possivel cultivar a planta e encontra-la a venda (FREITAS; ALVES-ARAUJO,
2017).

Apesar da problematica na questao da satde publica, os constituintes quimicos da
familia Aristolochiaceae, como as lignanas, tém demonstrado diferentes atividades
bioldgicas importantes ao longo do tempo, como demonstrado em alguns trabalhos da
area. Lopes (LOPES; SILVA; VAROTTI; ROSARIO et al., 2007) com atividade
antimalarica de compostos isolados de Holostylis reniformis Duque. (Aristolochiaceae)
gue demonstrou um alto grau de resposta contra o parasita Plasmodium falciparum.
Pereira (PEREIRA; AVILA; DO CARMO; SIQUEIRA et al., 2018) com avaliacdo do
potencial do extrato metanolico, de fracBes e substancias isoladas de Aristolochia
triangularis Cham. para verificar a atividade antimicrobiana/antimicobacteriana, onde

todos o0s extratos testados apresentaram um grau promissor de atividade
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antimicobacteriana, principalmente contra Mycobacterium abscessos. Nascimento
(NASCIMENTO; MURATA; BORTOLI; LOPES, 2004) com bioensaios para
determinar a atividade inseticida de extratos etanodlicos e acetona de Aristolochia
pubescens Willd. contra Anticarsia gemmatalis (lagarta-da-soja), nele foi determinado
que o extrato acetdbnico apresentou a maior atividade, sendo um potencial produto
bioinseticidas. Uma pesquisa similar foi conduzida por Messiano (MESSIANO; VIEIRA,;
MACHADO; LOPES et al., 2008) que avaliaram a atividade inseticida de extratos
hexanicos de raizes e folhas de Aristolochia malmeana contra Anticarsia gemmatalis.
Constataram que o extrato da raiz foi 0 mais ativo e este causou 50% de mortalidade
larval. De Pascoli & Lopes (DE PASCOLI; NASCIMENTO; LOPES, 2006) isolaram cis-
cubebina, trans-cubebina e bicubebina de A. pubescens e A. lagesiana. A cubebina € um
tipo de lignana que ja foi reconhecida por reduzir a viabilidade larval em Anticarsia
gemmatalis, por dar origem a insetos adultos malformados e por sua atividade anti-
alimentar (HARMATHA; DINAN, 2003; NASCIMENTO; MURATA; BORTOLI;
LOPES, 2004). Os extratos brutos e as substancias de Aristolochia cymbifera ja foram
avaliados quanto a sua atividade in vitro contra Schistosoma mansoni, e estes exibiram
efeitos antiesquistossomoticos que foram letais para todos os vermes machos e fémeas e
do potencial promissor dos compostos contra os parasitas adultos (COSTA; ZUZA DA
SILVA; COSTA; SILVA et al., 2020).

Dentro do género Aristolochia existe um grande potencial biolégico nas mais
amplas perspectivas de estudo como supracitado, e para se explorar com maior eficiéncia
e de forma racional o potencial das espécies, faz-se necessario uma maior clareza sobre a
genética e a variacdo dos compostos quimicos, e suas particularidades nos niveis
infragenéricos dentro da pluralidade dos morfotipos nas indmeras espécies de
Aristolochia, para assim ter maior controle e identificacdo das variedades.

Essas formas ou morfotipos podem ser avaliados de forma genética, quimica,
anatdmica e morfologica para tentar assim, averiguar mais diferencgas ou similaridades
dos caracteres. Pois para se pensar num produto natural é necessario um detalhamento e
consisténcia na composicao quimica e constancia da produgdo de metabolitos, pois esses
podem variar por inumeros fatores ja descritos na literatura como temperatura, altitude,
condic&o hidrica, exposicao solar, tempo de vida, entre outros (ERNST; SILVA,; SILVA;
VENCIO et al., 2014; GOBBO-NETO; LOPES, 2007; HARVEY; EDRADA-EBEL;
QUINN, 2015; WOLFENDER; RUDAZ; HAE CHOI; KYONG KIM, 2013). Além
desses, os morfotipos também acabam por alterar essa producdo e constancia dos
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compostos quimicos, entre individuos de uma mesma espeécie, toda variacdo morfologica
é, em Ultima andlise, de natureza quimica (JONES, 1967).

Assim, & luz da crescente producdo pelo conhecimento e exploracéo racional das
espéecies da familia Aristolochiaceae no ambito agropecuério, fitoterapéutico ou em
produtos étnico farmacologicos, e pelas particularidades como a dificuldade de
identificacdo das espécies e seus morfotipos, ou também chamados de Formas nesse
trabalho, além da circunstancia taxonémica, e o nimero insuficiente de trabalhos sobre
Aristolochia gibertii. O objetivo do trabalho foi investigar a variabilidade intraespecifica
dos individuos originais de trés populages, de regides geogréaficas distantes, Forma 1 da
localidade de Mato Grosso, Forma 2 da localidade de Selviria- MS e Forma 3 da
localidade de Dourados-MS, da espécie Aristolochia gibertii que estdo sendo cultivados
sob condi¢6es semi-controladas no Jardim de Plantas Medicinais da Universidade Federal
da Grande Dourados, por meio de estudos morfoldgicos, anatdmicos, genéticos e

quimicos.
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2 Revisao de literatura

2.1 Aristolochiaceae

Dentro do grupo das Angiosperma temos o clado designado como Magnoliidae,
que de acordo com 0 APG IV (GROUP; CHASE; CHRISTENHUSZ; FAY et al., 2016)
possui quatro ordens que séo: Magnoliales, Laurales, Piperales, Canellales. Dentro da
ordem Piperales estdo inseridas trés familias: Sauraceae, Piperaceae, Aristolochiaceae.
Recentemente, a familia Aristolochiaceae passou a incorporar as familias Asaraceae,
Hydnoraceae e Lactoridaceae, que agora passam a ser subfamilias dentro de
Aristolochiaceae. Essa mudangca gerou muitas discussdes, mas alguns autores
especialistas da ordem Piperales discordam.

O APG IV tomou esta decisdo com base em uma pesquisa com especialistas em
taxonomia de angiospermas, abordando Vvéarios aspectos da classificacdo
(CHRISTENHUSZ; VORONTSOVA; FAY; CHASE, 2015). Porém de acordo com
trabalhos recentes de filogénomica de Jost (JOST; SAMAIN; MARQUES; GRAHAM et
al., 2021) Asaraceae sdo irmas do clado de Aristolochiaceae e Lactoridaceae, sendo todas
as familias entdo monofiléticas, a reconstrucdo da arvore baseada nos locus nucleares
mostrou o clado Lactoridaceae e Asaraceae, sendo irmé&o de Aristolochiaceae e ndo como
subfamilias, tornando a ordem Piperales monofilético.

Horner (HORNER; SAMAIN; WAGNER; WANKE, 2015) também classificou
Piperales como possuindo seis familias com morfologias distintas, todas as quais estudos
anteriores haviam se recuperado como monofiléticas. Agrupando a ordem Piperales em
seis familias distintas e 16 géneros sendo elas Piperaceae (Piper, Peperomia, Manekia,
Verhuellia e Zippelia) Saururaceae (Anemopsis, Gymnotheca, Houttuynia, e Saururus)
essas anteriores nao possuem perianto, Aristolochiaceae (Aristolochia, Thottea),
Asaraceae (Asarum, Saruma), Hydnoraceae (Prosopanche e Hydnora) e Lactoridaceae
(Lactoris) essas anteriores possuem perianto (JOST; SAMAIN; MARQUES; GRAHAM
etal., 2021).

Piperales € uma das maiores ordens do grupo das angiospermas, compreendendo
mais de 4.200 espécies em 16 géneros com ocorréncia em ambientes tropicais e
temperados (HORNER; SAMAIN; WAGNER; WANKE, 2015; JOST; SAMAIN;
MARQUES; GRAHAM et al., 2021).

A familia Aristolochiaceae compreende dois géneros que sdo Aristolochia e

Thottea, Aristolochiaceae (Piperales) € constituida por aproximadamente 600 espécies,
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das quais 560 pertencem ao género Aristolochia (GONZALEZ; MONZON-SIERRA,
2022; GONZALEZ; PABON-MORA, 2017; GONZALEZ, 2012), sendo o Brasil
representado por 83 espécies, 39 delas na Mata Atléntica, que é um dos hotspots para o
género, 35 espécies na Amazonia, 36 espécies no Cerrado (BARROS; SILVA-ARIAS;
FREGONEZI; TURCHETTO-ZOLET et al., 2015; FERNANDES; SILVA; LOPES; DE
ALMEIDA et al., 2021; FREITAS; ALVES-ARAUJO, 2017). Aristolochia esta
distribuido em sua maioria na regido tropical e subtropical, com excec¢des ocorrendo no
Canada, Escandindvia e Japdo (KUO; LI; WU; MEDICINE, 2012). O género
Aristolochia é dividido em trés subgéneros: Aristolochia subg. Aristolochia L., A. subg.
Pararistolochia Hutch & Dalz. e A. subg. Siphisia Raf. Hoehne, 1942

A espécie em questdo do trabalho se encontra na familia Aristolochiaceae de
acordo com Gonzéalez e Gonzalez & Stevenson (GONZALEZ; STEVENSON, 2002;
GONZALEZ; PLANTS, 1999), subfamilia Aristolochioideae, género Aristolochia,
subgénero Aristolochia L, secdo Gymnolobus, subsecdo Hexandrae, serie Hexandrae,
subserie Hexandrae , Aristolochia giberti.

As caracteristicas morfologicas que alocam a espécie nesse grupo sdo, no
subgénero Aristolochia a presenca de perianto 1-2 lobado, com 5-6 lobos estigmaticos,
presenca de tricomas no interior do tubo e fruto deiscente. Secdo Gymnolobus, subse¢éo
Hexandrae possuir 6 carpelos e 6 estames, a série Hexandrae € caracterizada pela
presenca de inflorescéncias em racemo ou, frequentemente, apenas uma flor isolada,
peciolos e pedinculos sem zona basal de abscisdo, frutos com septos inteiros e sementes
ndo aladas ou 1-aladas, a subsérie Hexandrae tem flores axilares, isoladas e bracteadas
(GONZALEZ, 1991; GONZALEZ, 1998; GONZALEZ, 1997; GONZALEZ
GARAVITO, 1990)

2.2 Variabilidade Intraespecifica

Na variagdo intraespecifica ou variabilidade intraespecifica de atributos
funcionais (intraspecific trait variation - ITV) a variabilidade individual do espécime é
uma importante fonte de variabilidade funcional na comunidade de plantas (VIOLLE;
NAVAS; VILE; KAZAKOU et al., 2007). O reconhecimento do individuo e sua
importancia dentro da sua populacéo € necessaria para a compreensdo das inferéncias no

ecossistema dessa variabilidade funcional intraespecifica (VFI), dos processos ecologicos
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e evolutivos, e assim delinear e entender melhor o emaranhado de relagdes intra e
interespecificas (SIEFERT; VIOLLE; CHALMANDRIER; ALBERT et al., 2015). A
variacdo intraespecifica dos atributos funcionais é importante para a estruturacdo das
comunidades, pois a variacdo nos atributos funcionais pode levar a diferentes demandas
de recursos e contribuir para a coexisténcia de espécies em uma comunidade (ALBERT;
THUILLER; YOCCOZ; SOUDANT et al., 2010).

A variabilidade intraespecifica é o resultado da variacao genética e da plasticidade
fenotipica. Essas variacbes podem ser em relacdo a morfologia como tamanho e
estruturas, fisiologia ou comportamento dos individuos, e esses caracteres sdo
propriedades funcionais que exercem papel direto ou indireto no desenvolvimento
individual de crescimento populacional e reprodutivo e também nas relagdes com outras
espécies (MCGILL; ENQUIST; WEIHER; WESTOBY et al., 2006; VIOLLE; NAVAS;
VILE; KAZAKOU et al., 2007).

O interesse na VFI esta ligado a sua relagcdo com o nicho ecoldgico das espécies,
esta relacdo tem varias implicagdes para 0s processos ecolégicos e evolutivos. Entre os
efeitos que tém sido estudados em plantas, sua relacdo com a amplitude de nicho (HART;
SCHREIBER; LEVINE, 2016; VIOLLE; ENQUIST; MCGILL; JIANG et al., 2012), seu
papel na capacidade das espécies de ocorrer em diferentes ambientes e condi¢Ges
abidticas e também na determinagdo da dimensdo e da distribuicdo geografica
(HERMANT; PRINZING; VERNON; CONVEY et al., 2013; SULTAN, 2001).

As variages intraespecificas sdo reflexos de duas possiveis estratégias:
competico intraespecifica e competicao interespecifica (UMANA; ZHANG; CAO; LIN
et al., 2015). Mas essa variacdo também pode ocorrer por conta de uma adaptacdo local,
que leva a alteracdo de valores individuais de caracteres em resposta as interacdes bidticas
e a pressdes abidticas ou a ambos (UMANA; ZHANG; CAO; LIN et al., 2018).

Em VFI, a area foliar é o atributo funcional mais util e facil de se caracterizar,
depois vem a altura das plantas, concentracdo de nitrogénio das folhas e o conteudo de
matéria seca foliar (NOBRE, 2021). O autor Wright (WRIGHT; REICH; WESTOBY;
ACKERLY etal., 2004) descreveu a existéncia de um espectro econdmico global da folha
em que as relagdes generaliziveis entre os atributos da folha sdo estabelecidas para as
plantas. Perfis econdmicos de folhas demonstram uma troca tipica de planta: a capacidade
de crescer rapidamente versus o uso mais conservador dos recursos disponiveis, entdo a

caracterizagdo funcional da folha é muito Gtil para identificar diferentes estratégias de
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utilizacdo dos recursos vegetais (WRIGHT; REICH; WESTOBY; ACKERLY et al.,
2004).

Os estudos acerca da variabilidade intraespecifica dentro do género Aristolochia
é de grande interesse taxonémico, devido aos casos ja descritos na literatura, como das
especies Aristolochia malmeana Hoehne, Aristolochia esperanzae variedade major
(Hassler) Ahumada e Aristolochia loefgrenii Hoehne, antes, essas espécies foram
descritas como distintas uma das outras, porém trabalhos subsequentes demonstraram que
essas sao na verdade heterotipos, formas de Aristolochia esperanzae Kuntze (LORENZO;
PERRET; AHUMADA, 2010; LUBER; TULER; LEITE; CHRIST et al., 2016), outra
descricdo € o da Aristolochia trilobata que tem inimeros sinénimos como Aristolochia
appendiculata, A. caracasana, A caudata, A. macroura, A. trifida, A. triloba, Howardia
macroura e Howardia trifida, antes espécies separadas, um trabalho recente de Gonzalez
(GONZALEZ; MONZON-SIERRA, 2022) colocou A. surinamensis também somo
sinonimia de Aristolochia trilobata, esses sdo alguns exemplos dentre varios ja descritos
na literatura e ndo apenas com o género em questdo, demonstrando que trabalhos que
levam apenas em consideracdo a morfologia diferenciada dos individuos ndo séo
suficientes para fazer uma descricdo inequivoca de espécie, pois se tratando de plantas,
principalmente do grupo das angiospermas, existe uma grande plasticidade fenotipica
entre as populacdes que deve ser considerada e melhor estudada.

2.3 Morfologia

Aristolochiaceae Juss. pertence as dicotileddneas basais (Magnoliidae), e estas séo
caracterizadas por serem trepadeiras como A.gibertii, ervas, subarbustos ou arbustos,
possuem caules suberosos, inflorescéncias em tirsos, racemos com entrends das flores
ripidios e unifloras, flores dispostas em inflorescéncias multifloras, habitualmente com
raizes ou rizomas espessados (GONZALEZ; PABON-MORA, 2017; GONZALEZ,
2012). Apresenta ampla area de distribuicdo em regides tropicais, que inclui paises como
Bolivia, Paraguai, Argentina e no Brasil, neste Ultimo com ocorréncia nos estados de
Mato Grosso do Sul, Goias, Minas Gerais e S&8o Paulo, sendo achadas em matas de
cerrado, margens de estradas, reservas e rios (FERNANDES; SILVA; LOPES; DE
ALMEIDA et al., 2021).



18

A identificacdo dos espécimes da familia Aristolochiaceae é usualmente feito
através das flores por conta de sua morfologia diferenciada, em especifico para o género
de maior riqueza de espécies, Aristolochia, quando comparado ao género Thottea, e 0
Saruma (Asaraceae) (JOST; SAMAIN; MARQUES; GRAHAM et al., 2021), que
apresentam flores bem mais simples e menos especializadas (WANG; MA; ZHU, 2020).

A familia apresenta caracteristicas morfoldgicas Unicas quanto ao mecanismo de
polinizacdo, sendo seus polinizadores pequenos dipteros e insetos necr6fagos como
moscas varejeiras e afins (HOEHNE, 1927), por exemplo, suas sementes numerosas, as
vezes aladas, planas ou cOncavo-convexas, ovoides, elipsdides, rombodides ou
triangulares, frequentemente com superficie verrucosa (MASSONI; FOREST,;
SAUQUET; EVOLUTION, 2014).

As flores de Aristolochia sdo de diferentes tamanhos, cor, especializacéo
epidérmica e forma do perianto. Suas flores séo solitarias nas axilas das folhas, que se
origina entre a folha e o caule, em inflorescéncias paucifloras, monoclamideas,
apresentam apenas sépalas, monoica (apresenta os dois verticilos férteis androceu e
gineceu), protoginas, as estruturas femininas amadurecem antes das estruturas
reprodutivas masculinas, importante evolutivamente pois impede que a planta faca
autofecundagdo, tem androceu e gineceu em coluna. Suas flores zigomorfas, possui
simetria bilateral, perianto supero e acima do ovario, sua coloracdo é amarelada, com
nervuras e venulagbes avermelhadas, manchas esparsas e de mesma coloracdo
(CAPELLARI JR, 1991; GONZALEZ GARAVITO, 1990).

Seu perianto é bilabiado, na inser¢do do colo fortemente curvado em angulo
agudo, ao todo de 6-9 cm. de comprimento, um utriculo ou bojo (onde se aloja o
ginostémio) obovoide, assimétrico, de 2,5-3,5 cm. de comprimento na insercdao do colo
papiforme salientado (ARAUJO; ALVES, 2013; FREITAS; ALVES-ARAUJO, 2017;
FREITAS; GONZALEZ; ALVES-ARAUJO, 2019; HOEHNE, 1942; HOEHNE, 1927;
NASCIMENTO, 2008).

O formato tubular caracteristica das flores do género Aristolochia tem uma relagéo
direta com o mecanismo de “armadilha”, que serve para capturar os insetos, que realizam
a polinizacdo, é analoga a forma que as flores da familia Nepenthaceae,
uma familia de plantas carnivoras angiospermicas pertencente a ordem Caryophyllales
(METUSALA; AL FARISHY; JEBB, 2020), assumem para a captura de insetos como
mecanismo de nutricdo, pois sdo plantas carnivoras (FERNANDES; SILVA; LOPES; DE
ALMEIDA et al., 2021).
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O polinizador, ao encontrar a flor de Aristolochia, tem o limbo do perianto como
superficie de pouso para sé entdo adentrar o tubo ornado internamente com varios
tricomas rigidos, voltados para dentro, que também tém a finalidade de favorecer o acesso
dos polinizadores ao interior do perianto, 0 que permite a entrada do polinizador, mas
impede seu caminho de volta ao exterior da flor. Uma vez percorrida a regido do tubo, o
polinizador tera acesso aos verticilos reprodutivos que estdo alojados na porgéo dilatada
do perianto tubular, o utriculo (OELSCHLAGEL; GORB; WANKE; NEINHUIS, 2009).

Aristolochia gibertii € caracterizada como uma trepadeira (planta voluvel que se
apoia em outras) com raizes espessadas, seus caules sao suberificados quando maduros e
cobertos de uma camada de cértex rimoso alvacento, possuem pseudo-estipulas grandes,
uma caracteristica distinta dentro do género Aristolochia, suas folhas sdo simples,
alternas, com 7 nervuras partindo da base, onduladas e membranosas, ou seja, finas,
resistentes e flexiveis, amplexicaules (porcéo da folha que abraca o caule sem cerca-lo
totalmente) de 2-4 cm. de comprimento e igual a largura dos peciolos patentes, mais ou
menos do comprimento do limbo foliar (HOEHNE, 1927).

2.4 Anatomia

A anatomia vegetal € uma ferramenta muito importante, no conhecimento a priori
de uma espécie, além da descricdo anatdbmica, também pode auxiliar na elucidacdo de
informacgdes relacionadas ao armazenamento e secrecdo de metabdlitos secundarios
através dos dados obtidos (MARQUES; AZEVEDO, 2019). Por exemplo, a
caracterizacdo anatdbmica por meio de analises macroscopicas (morfologia externa) e
microscopicas (anatomia interna) de o6rgdos como folhas pode contribuir para
informacdes taxondmicas para familias, principalmente quando as informacgdes sobre as
especies sdo escassas (BOTELHO-FILHO; 1ZUMI; VIEIRA; DE PAIVA BERTOLI et
al., 2020).

A folha é o principal 6rgdo fotossintezante das plantas e desempenha diversas
outras funcgdes de suma importancia. Esse 6rgao possui grande facilidade em se adaptar,
apresentando assim uma variedade inimaginavel de formas e de estruturas, tornando-se
uma importante fonte de caracteres taxondmicos (DOS SANTOS; DOS SANTOS LIRA;
DA SILVA; DOS SANTOS et al., 2021). Em geral, a folha é uma expanséo do caule que

forma uma estrutura laminar, na qual esta presente um sistema fotossintético que tem
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como funcdo maximizar a captagdo de luz. Esse sistema também aparece em outras partes
da planta, mas a folha é a mais eficaz nessa funcdo (FREITAS; ALVES-ARAUJO, 2017).

Possui crescimento limitado, coloragéo verde e, na maioria das vezes, apresenta
inser¢des nos nos. Esse 6rgdo se origina na gémula do embrido da semente e tem como
funcdo, além da producéo de alimento (fotossintese), a transpiracédo da planta através dos
estdmatos, assim como a respiracdo. Func¢des secundarias sdo observadas como protecao
das gemas, reserva de nutrientes ou na captura deste, como no caso das plantas carnivoras
(BOTELHO-FILHO; IZUMI; VIEIRA; DE PAIVA BERTOLI et al., 2020).

As folhas completas sdo compostas por trés estruturas: limbo, nervura central,
parte que promove a conducgéo da seiva produzida na folha para as outras partes da planta,
e 0 peciolo parte da folha que prende o limbo ao caule (FREITAS; ALVES-ARAUJO,
2017).

O género Aristolochia L. tem sistemas radiculares fibrosos, aromaticos, sendo a
raiz principal globosa, ovoéide, alongada, cilindrica, fusiforme ou napiforme (DAVIS;
KHAN, 1961). Com hastes lenhosas ou herbaceas, sua lamina é inteira, oblongo a
acuminado, com nervuras palmadas, com cinco a sete nervuras principais. As folhas de
Aristolochia apresentam formato variado, mais comumente encontrado é o do tipo oval a
cordado, e raramente lobado, as plantas desse género possuem pseudoestipulas que séo
profilos modificados que fornecem protecdo a base do peciolo (ABREU; GIULIETTI,
2016). As folhas possuem uma nervura principal e duas ou quatro secundarias partindo
da base, do par externo dessas nervuras secundarias, partem ainda mais uma nervura de
cada, esse padrdo € uma caracteristica diagnostica para as espécies (FREITAS; ALVES-
ARAUJO, 2017).

2.5 Genética

O DNA barcoding € um método de identificacdo de espécies baseado na extracao
de DNA a partir de uma amostra de tecido, e essa ferramenta de investigacdo ajudou a
expandir a capacidade diagnostica de novas espécies, e no delineamento ecologico da
biodiversidade (ERICKSON; SPOUGE; RESCH; WEIGT et al., 2008; KRESS;
WURDACK; ZIMMER; WEIGT et al., 2005). O DNA barcoding possui duas etapas
bésicas: Construgcdo de uma biblioteca de cddigos de DNA, de espécies conhecidas, e
uma correspondéncia da sequéncia de codigos de DNA de uma amostra de um espécime

desconhecido com os codigos de DNA existentes nessa biblioteca de identificacdo
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(SARMA; TANTI, 2017). Para que o DNA barcoding seja executado de forma eficiente
a variacao da sequéncia de DNA deve ser alta o suficiente entre as espécies para que
possam ser discriminadas entre si. Entretanto, deve ser baixo o suficiente dentro das
espeécies para que haja um limite claro entre variagdes genéticas intra e interespecificas
definido (LAHAYE; VAN DER BANK; BOGARIN; WARNER et al., 2008).

O DNA barcoding consiste em uma ou mais sequéncias curtas padronizadas do
genoma entre 400 e 800 pb de comprimento que, em teoria, pode ser facilmente isolado,
amplificado com a ajuda da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e depois sequenciada
para a analise de uma espécie (ABBAS; TJOLLI, 2020). Com o0s avangos na genética
molecular, tecnologia de sequenciacdo e bioinforméatica, 0 DNA barcoding permitiu aos
pesquisadores detectar com rapidez e precisdo espécies conhecidas e recuperar
informac@es sobre as mesmas, se tornando uma ferramenta vital para os taxonomistas. A
genética molecular é entdo uma abordagem promissora quando se trata de identificacdo
de espécies, porque supera as dificuldades encontradas nos métodos de identificacdo
baseados apenas na morfologia (PLANT, 2009).

Além de sua aplicabilidade na identificacdo de novas espécies a técnica do DNA
barcoding é utilizada nos campos da biologia evolutiva, biogeografia, conservacéo, bio-
industria, epidemiologia, agrondmico, industria alimentar, ciéncias forenses, entre outras
(VELASQUES; CRISPIM; VASCONCELQS; BAJAY et al., 2021).

O conceito de DNA barcoding foi inicialmente aplicado aos animais com o0 DNA
mitocondrial (COI) e DNA nuclear (ITS), e nas plantas as regides genéticas do genoma
foram DNA cloropléstico plastideos (rbcL, trnL-F, matK, psbA, trnH e psbK) e um
nuclear (ITS) foram regifes genéticas que se tornaram o codigo de barras padrdo de
escolha na maioria das aplicacdes para plantas e fungos (KRESS; WURDACK;
ZIMMER; WEIGT et al., 2005).

Na literatura os autores estimam que existam 380.000 espécies de plantas que
estdo divididas em angiospermas, gimnospermas, briofitas e pteriddfitas. O gene
mitocondrial CO1 (citocromo ¢ oxidase subunidade 1), utilizado como marcador na
identificacdo dos animais, teve uma evolugdo muito lenta nas plantas, os mitogenomas
vegetais evoluem cerca de 100 vezes mais lentamente do que o genoma mitocondrial
animal, e além disso é muito maior cerca de 180-600 kb podendo chegar a 11 Mb quando
comparado ao genoma mitocondrial animal que varia apenas de 13-20 kb de pares de

base, se tornando assim ineficaz para ser utilizado como marcador de vegetais, sendo
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necessario entdo procurar um codigo de DNA universal mais especifico para plantas
(CHASE; SALAMIN; WILKINSON; DUNWELL et al., 2005).

As plantas apresentam muitos desafios quando falamos de codificagdo de genes,
desde que existem muitos problemas para se desenvolver marcadores universais eficazes,
pois quanto mais diversificada a flora mais problemas de universalizacéo e padronizacao
vai existir. Além disto, as espécies vegetais podem sofrer hibridizacdo, que pode ser
intraespecifica (envolvendo individuos da mesma espécie) ou interespecifica (envolvendo
individuos de espécies diferentes), tendo também possiveis casos de especiacdo recente
(formacdo de novas espécies) atraves da poliploidia (um ou mais genomas no mesmo
nticleo) (CHARLESWORTH, 2006).

O DNA barcoding de plantas apresenta quatro regides essenciais codificantes, o
rbcL, matK, rpoB e rpoC1, e mais trés regides suplementares ndo codificantes, atpF—
atpH, trnH-psbA e psbK-psbl, e um nuclear ribossomal ITS ou ITS2. Esses marcadores
tém se mostrado eficazes na discriminagdo a nivel de identificacdo e caracterizacdo de
espécies (TRIVEDI; REHMAN; SAGGU; PANNEERSELVAM et al., 2020).

As plantas possuem além do mitogenoma, o genoma plastidial (cloroplasto) que é
aproximadamente 10x maior que o genoma mitocondrial de animais, e evolui 4x mais
rapido que o mitogenoma vegetal, mas ainda assim, muito mais lento que o mitogenoma
animal. Além do genoma plastidial, as plantas também possuem o DNA ribossomal 35S
composto por varias subunidades, sendo a ITS a mais utilizada para DNA barcoding.

No trabalho de Ohi-Toma (OHI-TOMA; SUGAWARA; MURATA; WANKE et
al., 2006) os autores construiram a filogenia da Aristolochia sl. utilizando as regides dos
genes rbcl e matK do cloroplasto e fitocromo A (phyA) nuclear, e examinaram
especialmente as relacdes filogenéticas dos quatro grupos propostos por Gonzélez &
Stevenson (GONZALEZ; STEVENSON, 2002) estes ultimos autores fizeram uma
analise filogenética da subfamilia Aristolochioideae (Aristolochiaceae) e chegaram a
concluséo que essa subfamilia possui duas tribos (Tribo Bragantieae Klotzsch e Tribo
Avristolochieae), e duas subtribos dentro de Aristolochieae (Subtribo Isotrematinae H.
Huber e Subtribo Aristolochiineae), baseando-se nas analises dos trés genes, as arvores
filogenéticas obtidas indicaram que Aristolochia sl. € um grupo monofilético e irma de
Thottea, consistindo em duas principais linhagens as subtribos Aristolochiinae e
Isotrematinae, que também havia sido sugerida por Kubitzi (KUBITZKI; ROHWER,;
BITTRICH, 2013). O gene matK é uma regido de codificagdo que tem um comprimento

de 1500-1600 bp na maioria das angiospermas e esta localizada dentro do dominio V do
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trnK e ele foi o que melhor demonstrou congruéncia a estrutura proposta pelos autores
com os dois grupos (Aristolochiinae e Isotrematinae).

O gene rbcl foi proposto por alguns pesquisadores como Chase et al., (2007) &
Newmaster et al., (2006), essa regido possui uma grande quantidade de informac6es mais
de 10.000 sequencias de rbcl no GenBank.

Em 2005 o pesquisador Kress (KRESS; WURDACK; ZIMMER; WEIGT et al.,
2005) propds originalmente que o trnH-psbA (comprimento médio de 418 pb) era uma
regido de plastidio de maior potencial de discriminacdo em nivel de espécie pois
demonstrava uma boa amplificacdo em plantas terrestres e com um Unico par de primers,
cerca de 93% para angiospermas, do que qualquer outro locus que eles haviam analisado
e que assim adequado para identificacdo de plantas. Kress & Erickson (KRESS;
ERICKSON, 2007) propuseram combinar o original trnH-psbA de Kress (KRESS;
WURDACK; ZIMMER; WEIGT et al., 2005) com rbcL, seguindo analises de
Newmaster (NEWMASTER; FAZEKAS; RAGUPATHY, 2006) o rbcl é o gene mais
bem caracterizado, com a melhoria dos primers ele se torna facilmente recuperavel em
plantas terrestres e é adequado para a recuperacao de sequéncias bidirecionais de alta
qualidade. Embora ndo seja a regido mais variavel, € um componente frequente das
combinacBes multilocais de melhor desempenho para a discriminacdo de espécies. Em
contraste, Chase (CHASE; COWAN; HOLLINGSWORTH; VAN DEN BERG et al.,
2007) fez uma proposta para combinar rpocl, rpoB, e matK ou rpocl, matK, e trnH-psbA,
enquanto Taberlet (TABERLET; COISSAC; POMPANON; GIELLY et al., 2007)
sugeriu o trnL intron como um codigo de barras adequado da planta.

O pesquisador Kim (KIM; YI; KIM; CHO, 2017) e seu grupo sequenciou 0S
cloroplastos de nove plantas, incluindo sete espécies de Ginseng, descobrindo vérias
regides que forneciam assinaturas de espécies Unicas. O grupo decidiu por um codigo de
barras de trés regides - um gene e dois espacadores — que poderia discriminar plantas com
flores pertencentes a 10 outros géneros, o gene foi o matK.

Um DNA barcode adequado deve apresentar alta divergéncia interespecifica, mas
baixa divergéncia intraespecifica. A maior divergéncia interespecifica de acordo com o
trabalho de Lahaye (LAHAYE; VAN DER BANK; BOGARIN; WARNER et al., 2008)
foi fornecida pela regido trnH-psbA, e o proximo cédigo de barras mais variavel em nivel
interespecifico foi o matK. A regido génica matkK mostra niveis muito mais altos de
variacdo de sequéncia do que outras regides e assim fornece uma melhor discriminacao
de espécies (YU; WANG; YU; SCHINNERL et al., 2021). O matK é um cédigo de barras
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de DNA universal preferivelmente usado para plantas com flores, ja o trnH-psbA é uma
regido que executa quase igualmente bem, embora seu padréo de evolugdo molecular seja
complexo.

Os autores entdo propdem que rbcl, trnH-psbA é usado como uma alternativa para
matK ou um codigo de barras complementar para matK. Usando matK sozinho ou em
combinagdo com rbcl, trnH-psbA, os autores conseguiram alcangar uma monofilia de
cerca de 90% de identificacdo correta das espécies (LAHAYE; VAN DER BANK;
BOGARIN; WARNER et al., 2008).

Erickson (ERICKSON; SPOUGE; RESCH; WEIGT et al., 2008), em seu trabalho
de 2008, propds alguns calculos estatisticos que eles denominaram de “probabilidade de
identificacdo correta” (PCI), pois o objetivo do DNA barcoding nao ¢ inferir monofilia,
porém os autores notaram que a atribuicdo inequivoca de sequéncias a uma espécie ainda
é possivel, mesmo com ambiguidades na estimativa de homologia, e, portanto, monofilia.
Os autores conduziram a analise do PCI, fazendo uma reandlise dos dados de Lahaye
(LAHAYE; VAN DER BANK; BOGARIN; WARNER et al., 2008) usando dados de
dois marcadores de codigo de barras o matK e trnH-psbA. Concluiram que uma estimativa
de atribuicdo inequivoca de espécies com codigos de barras de plantas provavelmente
estava na faixa de 60% -70%. J& em seu outro trabalho Kress & Erickson (KRESS;
ERICKSON, 2007) observaram que ndao mais do que 87% das espécies poderiam ser
inequivocamente identificadas. De modo similar, Hollingsworth (HOLLINGSWORTH,;
ANDRA CLARK; FORREST; RICHARDSON et al., 2009) também apontam para um
nivel semelhante de atribuicdo inequivoca em quase 60% usando apenas 0 matK.

Dechbumroong (DECHBUMROONG; AUMNOUYPOL,
DENDUANGBORIPANT; SUKRONG, 2018) fizeram um trabalho baseado na
autenticacdo correta de produtos naturais, especificamente do género Aristolochia,
utilizando o DNA barcoding. Este método pode fornecer a identificacdo precisa de
amostras de plantas que ndo sdo distinguiveis pela morfologia ou pelo nome Codigos de
barras de DNA baseados em cinco regides candidatas (rbcl, matK, ITS, trnH-psbA e trnL-
trnF) j& foram estabelecidas para a identificacdo do Aristolochia plantas medicinais. O
grau de variacdo de sequéncia entre as amostras fora classificado em 1TS2 com alta
variacdo (28,98%) entre as onze espécies de Aristolochia, muito maiores do que trnH-
psbA (11,56%), matK (11,15%) e rbcL (3,29%).

O conjunto de dados combinado de sequéncias 1TS2, matK e trnH-psbA foram

analisadas. Ambas as arvores ML topologias semelhantes e revelou que todos
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Aristolochia os taxons foram monofileticamente agrupados com um valor de bootstrap de
100%. As caracteristicas morfologicas confirmaram que todos 0s espécimes vegetais
pertenciam ao subgénero Aristolochia. Ambas as filogenias moleculares indicaram uma
divisdo entre dois clados principais, potencialmente seguindo a sugestdo taxondmica
anterior de Gonzéalez (GONZALEZ, 1991).

Os resultados da anélise filogenética de ambos os Aristolochia cloroplasto e
genomas de DNA nuclear concordam bem com as filogenias publicadas anteriormente de
matK e trnEU-trnF (NEINHUIS; WANKE; HILU; MULLER et al., 2005; OHI-TOMA;
SUGAWARA; MURATA; WANKE et al., 2006).

2.6 Quimica

As plantas sintetizam uma grande quantidade de componentes orgéanicos que
podem ser encontrados em dois grupos: 0s metabolitos primarios e os metabdlitos
especiais. Os metabolitos secundarios demonstram ter uma interface quimica entre as
plantas e 0 ambiente (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Os metabdlitos especiais podem apresentar inimeras fungdes bioldgicas de suma
importancia para as plantas, e podem estes estarem relacionados a defesa e protecao
contra herbivoros e patdgenos, atrativos para possiveis polinizadores, ou como autores de
competicdo entre plantas, e de simbiose plantas-microrganismo (VIZZOTTO;
KROLOW,; WEBER, 2010).

Por conta dessas propriedades, 0os metabdlitos secundarios podem ter capacidade
medicinal para os seres humanos, por exemplo, produtos especiais (secundarios)
relacionados a defesa da planta através de citotoxicidade para patdgenos, podem ser
utilizados para a producdo de medicamentos antimicrobianos em humanos
(MONTANARI; BOLZANI, 2001; VIZZOTTO; KROLOW; WEBER, 2010).

A crescente busca pela compreensdo dos metabodlitos secundarios oriundos dos
mais diversos organismos vegetais resultou no crescimento da metabolémica nas Gltimas
décadas, sobretudo atraves dos estudos farmacoldgicos e biologicos (ERNST; SILVA;
SILVA; VENCIO et al., 2014). Acredita-se que existem cerca de 2 milhdes de espécies
no globo terrestre, das quais o Brasil detém aproximadamente de 15 a 20% da
biodiversidade (BURGEL; MACHADO). Atualmente, estima-se que 170.000

metabolitos secundarios estdo descritos na literatura, uma quantidade expressiva, porém
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que ainda deve ser ampliada, visto que apenas 10% da flora mundial foi avaliada por
estudos quimicos ou biolégicos (HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015).

Os avangos provindos da metabolémica permitem prever quais sdo os metabolitos
especificos para determinadas espécies vegetais, ou até mesmo alguns géneros (DOS
SANTOS; MACEDO; DO VALE; SILVA et al., 2017; MARTUCCI; DE VOS;
CAROLLO; GOBBO-NETO, 2014). A familia Sapindaceae, por exemplo, €
caracterizada pela producdo de saponinas (PRAKASH, 2014). Através do estudo de
metabolitos € possivel compreender as relagfes ecologicas que se constituem através da
interacdo de organismos vegetais com o0 meio ambiente, agentes patogénicos, herbivoros,
e os estimulos fisicos e quimicos (WOLFENDER; RUDAZ; HAE CHOI; KYONG KIM,
2013).

As plantas da familia Aristolochiaceae principalmente do género Aristolochia sdo
bastante conhecidas pelos acidos aristoléquicos (AAs), alguns medicamentos usados na
medicina homeopética, com base nessas ervas e seus componentes, foram relacionados
ao desenvolvimento de carcinomas uroteliais e problemas de nefro toxicidade (WU;
SUN; WANG; ZHAO et al., 2015). Porém nos ultimos anos de pesquisa 0 género
Aristolochia tem gerado grande interesse devido a abundancia de metabdlitos
secundarios, terpenos e alcaldides, sendo reconhecidas como potencias fontes para
producdo de inseticidas botanicos pois as espécies dessa familia apresentam toxicidade
incomum para insetos ndo especializados (KLITZKE; BROWN JR, 2000; VIEIRA,;
PASCOLI; DE BORTOLI; LOPES, 2021). antimalarico (MATHEW; MTEWAB;
AJAYIB; DEYNO etal., 2020), estudos pré-clinicos demonstraram notavel atividade que
suportam o0 uso convencional da planta Aristolochia indica como antiveneno,
antifertilidade, agente antimicrobiano e anti-inflamatério (PADHY, 2021), o potencial
citotoxico de Aristolochia foetida contra células cancerigenas (LERMA-HERRERA;
BEIZA-GRANADOS; OCHOA-ZARZOSA; LOPEZ-MEZA et al., 2021), entre outros.

Os estudos biologicos realizados com constituintes isolados de espécies da familia
Aristolochiaceae, sobretudo o género Aristolochia (KUO; LI; WU; MEDICINE, 2012),
tém resultado na descoberta de substancias com atividades bastante promissoras para o
controle de insetos, as quais apresentam potencial para serem utilizadas tanto na
agricultura, quanto na aplicacdo doméstica (LOPES; NASCIMENTO; SILVA; DA,
2001; MESSIANO; VIEIRA; MACHADO; LOPES et al., 2008).

Varios constituintes ja foram identificados no género Aristolochia, destacando a

ocorréncia de cerca de éacidos e ésteres aristoloquicos, aristolactamas, aporfinas,
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protoberberinas, isoquinolinas, benzilisoquinolinas, amidas, flavondides, lignanas, éteres
bifenilicos, cumarinas, tetralonas, terpenoides, benzendides, esterdides e outros (KUO;
LI; WU; MEDICINE, 2012).

Os acidos aristoloquicos (acido 3,4- metilenodioxil0-nitro-fenantrénico-1) séo
tipicos constituintes das espécies do género Aristolochia, e esses acidos sdo encontrados
nas especies da familia Aristolochiaceae, mas além dele varias outras substancias isoladas
desta familia possuem atividade bioldgica. Entre elas a alantoina, por possuir atividade
anti-inflamatoria, antipsioriase e cicatrizante, sendo também utilizada no tratamento do
vitiligo, e a (—)-cubebina, por apresentar atividade anti-inflamatoria (MARCHESINI;
PRADO; MESSIANO; MACHADO et al., 2009).
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3 Objetivos

3.1 Geral

O objetivo deste trabalho foi realizar anélises bioldgicas e quimicas comparativas
entre trés formas de Aristolochia gibertii provenientes de localidades geograficas
distintas.

3.2 Especifico

» Realizar analises morfométricas das flores dos trés morfotipos de Aristolochia
gibertii secas depositadas em exsicatas.

» Analisar a micromorfologia e histoquimica das folhas e caules frescos dos trés
morfotipos de Aristolochia gibertii.

» Alinhar e comparar as sequencias de DNA barcode da regido matK e rbcL dos trés
morfotipos de Aristolochia gibertii

» Obter extratos dos trés morfotipos de Aristolochia gibertii e caracteriza-los por
RMN de 1H e de 3C e UHPLC-MS/MS, com o intuito de efetuar uma analise quimica

de identificacdo e comparacéo entre as formas.
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4 Metodologia

4.1 Morfologia

4.1.1 Morfometria

As amostras foram coletadas e identificadas pelo Dr. Joelcio Freitas, e suas
exsicatas foram depositadas no Herbario Mello Leitéo, registo - MBML-Herbario 55050
e MBML-Herbério 55051. A chave para identificacdo das espécies com ocorréncia no
Estado de Mato Grosso foi realizada com base em bibliografia especializada e consulta
as descricdes originais das espécies (FREITAS; ALVES-ARAUJO, 2017; FREITAS;
GONZALEZ; ALVES-ARAUJO, 2019; GONZALEZ GARAVITO, 1990; HOEHNE,
1942). As descri¢des morfoldgicas foram realizadas com base nas amostras de flores (para
0 estudo foram utilizadas 3 flores representantes da Forma 1 Mato Grosso, 3 flores
representantes da Forma 2 Selviria -MS e 2 flores representantes da Forma 3 Dourados —
MS), cada flor foi coletada de um individuo particular da respectiva Forma da regido
geogréfica, de Aristolochia gibertii, que foram colhidas do Jardim de Plantas Medicinais
da Universidade Federal da Grande Dourados, onde sé&o cultivadas sob condi¢des semi-
controladas em Dourados, MS, Brasil, e depositadas em exsicatas para preservacdo das
estruturas florais, e futura identificacdo. Esses materiais foram coletados e examinados
com a analise morfoldgica dos érgdos vegetativos e reprodutivos, de material seco com
auxilio de um paquimetro.

As flores das formas (1, 2 e 3) foram mensuradas acerca do seu comprimento e
largura, em cm, dos labios inferiores e superiores, assim como o utriculo e o tubo, o

acumen do labio superior foi apenas medido seu comprimento.

4.2 Anatomia

Foram utilizadas folhas e caules frescos, saudaveis e completamente expandidos
de trés formas de Aristolochia gibertii Hook para a realizagdo das analises microscopicas
e histoquimicas. A micromorfologia e histoquimica das folhas foram realizadas
utilizando-se reagentes padréo, microscopia eletrénica de varredura por emisséao de luz e
campo, além de espectroscopia de raios-X por dispersdo de energia. Os métodos

empregados para analise de microscopia eletrénica de varredura por emissao de luz e
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campo (FESEM) de folhas e caules das trés formas de A. gibertii sdo totalmente
detalhados no artigo de Brito (DE BRITO; SABEDOTTI; FLORES; RAMAN et al.,
2021)

4.3 Genética

4.3.1 Coleta das amostras

Foram coletadas folhas frescas das plantas, dos trés morfotipos de A. gibertii
Hook, Forma 1 (Mato Grosso), Forma 2 (Selviria) e Forma 3 (Dourados) cultivadas sob
condicdes semi-controladas no Jardim de Plantas Medicinais da Universidade Federal da
Grande Dourados, Dourados, MS, Brasil. Apds a coleta essas folhas foram imediatamente
armazenadas em frascos com beads de silica gel e enviadas ao laboratério de consultoria

EcoMol para os demais procedimentos.
4.3.2 Extracdo de DNA

O DNA foi extraido de material foliar seco por meio do protocolo descrito por
Doyle e Doyle (1987). Resumidamente, as folhas secas foram mantidas em silica-gel e
maceradas com esferas metélicas por 3 min em macerador Qiagen TissueLyser®. Para a
extragdo foram utilizados tubos de 2 mL contendo o material macerado e o tampao de
extracdo (Tris-HCI 100 mM pH 8,0; NaCl 1,4 M; CTAB 2%; EDTA 20mM; PVP 1%j;
proteinase K 20mg/mL e -mercaptoetanol 2%). As amostras ficaram na solucdo de
extracdo em Banho-Maria a 65 °C por 45 min e os tubos foram homogeneizados a cada
10 min. Depois do aquecimento as amostras ficaram em descanso até atingirem a
temperatura ambiente e foi acrescentado 800ul de cloroformio. As amostras foram
homogeneizadas em agitador vortex até ficaram com coloracdo leitosa e levadas para

centrifugacgdo por 10 min a 12.000 rpm.

4.3.3 Amplificagdo e sequenciamento das amostras

Para a identificacdo especifica das amostras, foram amplificados os genes rbcL
(regido barcode ~ 550 pb) e MatK (regido barcode ~ 841 pb) (CBOL, 2009). No PCR foi

usado 0S seguintes primers: rbcL (rbcLa_ Forward-
ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC e rbclLa_ Reverse-
GTAAAATCAAGTCCCACCRCG); matK (3F_KIM Avancar-
CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG e 1R _KIM Reverso-

ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC). Areacdo de PCR foi realizada em volume
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de 15 pL contendo: 2 x de PCRBIO Ultra Mix (PCR Biosystems, Londres, Reino Unido),
10 pmol de cada primer e 30-45 ng de DNA extraido. O programa térmico de PCR foi o
seguinte: 95°C por 3 min seguido de 35 (para matK) ou 40 (para rbcL) ciclos a 95°C por
305s,50°C por30s, 72°C por 1 min, e 72°C por 10 min.

A F2 e F3 foram submetidas a uma purificacdo com beads magnéticas (Agencourt
AMPure XP — BECKMAN COULTER), por conta de inibidores que foram removidos
com sucesso, conforme amplificagdo subsequente dos genes rbcL e Matk.

Uma vez amplificadas todas as amostras, os produtos de PCR foram purificados
com beads magnéticas (Agencourt AMPure XP — BECKMAN COULTER). A reacdo de
sequenciamento foi realizada com o kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems). Os produtos da reagdo foram purificados por meio de uma
precipitacdo com Etanol/EDTA/Acetato de Sodio, de acordo com protocolo sugerido pelo
mesmo fabricante. Por fim, foi realizado o sequenciamento automatico bidirecional
(foward e reverse) por eletroforese capilar (Sanger) no equipamento ABI3730xI Genetic
Analyzer (Applied Biosystems).

4.3.4 Alinhamento das sequéncias e analises

As etapas de sequenciamento automatico bidirecional de Sanger foram realizadas
por eletroforese capilar. As sequéncias foward e reverse das amostras D, M e S foram
editadas no Chromas (versdo 2.6.6) e depois alinhadas usando o programa de montagem
Cap3 contig. As fitas consenso obtidas foram comparadas com as disponiveis nas bases
de dados GenBank e Barcode of Life Data Systems visando a identificacdo em nivel de
espécie. Sugestdes improvaveis do ponto de vista morfoldgico foram desconsideradas
independentemente de sua posicdo no ranking de semelhancas. As arvores de
distanciamento genético entre as formas foram geradas no programa MEGA X®
(Phylogenetic and molecular evolutionary analyses were conducted using MEGA version
11 /Tamura K, Stecher G, and Kumar S 2021), a tabela de similaridade nucleotidica das

formas foram geradas no programa SeaView (Multiplatform GUI for molecular

phylogeny).
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4.4 Quimica

4.4.1 Procedimentos experimentais gerais

Os espectros de RMN unidimensionais foram adquiridos em um espectrometro
Bruker® AscendTM 300 (7,05 T). Os sinais de solvente residual (CHCls: 7,26 ppm;
CDsSOCD2H: 2,50 ppm) e solvente deuterado (CDCI3: 77,0 ppm; DMSO-d6: 39,52
ppm) foram usados como referéncias internas para experimentos de *H e 3C NMR,
respectivamente; 6 sdo relatados em relacdo ao TMS. Os espectros ESI-HRMS foram
obtidos usando um sistema Agilent 6545 Q-TOF LC/MS.

4.4.2 Material vegetal e identificacao

As plantas, trés morfotipos de A. gibertii Hook. (Forma 1 Mato Grosso, Forma 2
Selviria e Forma 3 Dourados; Fig.1), foram identificados pelo Dr. Joelcio Freitas, e
espécimes comprovantes (MBML 53233; MBML 55051; e MBML 55050,
respectivamente) foram depositados no herbario do Museu de Biologia Prof. Mello Leitdo
(MBML) , na cidade de Santa Teresa, Espirito Santo, Brasil. Autorizacdo IBAMA
nimero 51842. Cadastro de acesso para pesquisas sobre a biodiversidade brasileira:
SisGen/MMA AF7C7F6. Espécimes adultos (trés de cada morfotipo) de F1 a F3,
cultivados no Jardim de Plantas Medicinais da Universidade Federal da Grande
Dourados, Dourados, MS, Brasil, e originarios de trés localidades geogréficas distintas,

foram utilizados para todos experimentos.

4.4.3 Extracéo

Folhas secas (50°C por 48 horas) e em p6 (1,8 g) de cada forma de A. gibertii
foram extraidas separadamente (uma vez por solvente) por sonicacdo (90 min) com 100
mL de hexanos-EtOAc (1:1 v/v ; grau HPLC; LiChrosolv®) e 100 mL de metanol (grau
HPLC; JTBaker®), sucessivamente, para dar um total de seis extratos (E1-E6). Trés
extratos de hexanos-AcOEt [F1-F3 deram E1 (77,3 mg; 4,3%), E2 (74,1 mg; 4,1%) e E3
(114,5 mg; 6,4%), respectivamente] e trés metanolicos [F1-F3 deram E4 ( 180,0 mg;
10%), extratos E5 (121,8 mg; 6,8%) e E6, respectivamente.
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4.4.4 Anélises de RMN

Duas por¢des (10,0 mg para 1H e 45,0 mg para 13C) de cada extrato foram usadas
para as analises de RMN. E1 a E3 foram dissolvidos individualmente em 0,75 mL de
CDCI3 (99,8% D), e os outros foram dissolvidos separadamente em igual volume de
DMSO-d6 (99,9% D). As amostras foram analisadas usando tubos de RMN de 5 mm a
298 K. Os espectros de RMN de 1H e 13C consistiam em 256 e 60.000 varreduras,
respectivamente. Os dados de RMN foram processados em MNova 14.2.2 (Mestrelab
Research) e TopSpin 3.6.2 (Bruker®).

4.45 Anélises UHPLC-MS/MS

Os extratos E1 a E6 foram analisados por UHPLC-ESI-MS. Extratos menos
polares (E1 a E3) foram inicialmente dissolvidos em isopropanol (grau HPLC; HiPerSolv
CHROMANORM) para dar solugdes a 1.000 ppm, que foram diluidas dez vezes usando
CH3CN-H20 1:1 (v/v). Os extratos metanolicos (E4 a E6) por sua vez foram dissolvidos
diretamente com ACN-H20 1:1 (v/v). As amostras (todas a 100 ppm) assim obtidas
foram analisadas usando uma coluna Agilent Zorbax Eclipse Plus C18 (Rapid Resolution
HD 2,1x50 mm, 1,8 um, PartNumber: 959757-902); a taxa de fluxo, a temperatura da
coluna e o volume de injecao foram de 0,3 mL/min, 33 °C e 3 pL, respectivamente.

A fase movel foi composta por dgua contendo 0,1% (v/v) de acido férmico (A) e
acetonitrila (B). O programa de eluicdo foi: 0 a 14 min para 5 a 100% B (gradiente linear);
14 a 16 min 100% B (eluicdo isocratica). Os parametros operacionais foram: tensao
capilar, 3.000 V; tensdo do skimmer, 65 V; temperatura do gas seco, 320 °C; gés de
secagem, 12,0 L.min-1; pressao do gas do nebulizador, 35 psi; fluxo de gas de bainha, 10
L.min-1; temperatura do gas de revestimento, 300 °C; Taxa de varredura MS1, 3 espectros
por segundo; Taxa de varredura MS2, 5 espectros por segundo. Os espectros de massa
foram adquiridos nos modos negativo e positivo na faixa de m/z 100 a 1.500 para MS1 e
70 a 1.500 para MS2. Todos os dados foram processados no software MassHunter versdo
B.08.00 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA), e suas analises foram auxiliadas
pelas seguintes ferramentas: MS-DIAL, MS-FINDER, Feature Based Molecular
Networking (FBMN) e Cytoscape 3.82. Programas.
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5 Resultados e discussao

5.1 Morfologia

5.1.1 Analise morfométrica

As diferencas observadas, em varios anos de campo, entre as flores dos individuos
da espécie de A.gibertii, nas diferentes populacGes em regides geogréficas distintas de
ocorréncia da espécie, despertaram o0 interesse em sua analise experimental mais
aprofundada. Para esse trabalho adotamos o nome “Forma” como sinénimo de
morfotipos, para a representacdo da diferenca morfoldgica das formas das flores, que a
principio gerou questionamentos acerca de outras possiveis diferencas sobre esses
morfotipos, para nos referimos as 3 populacoes de A.gibertii estudadas. As formas F1, F2
e F3 sdo visivelmente distintas, essas caracteristicas denominadas organolépticas, sdo
aquelas determinaveis pelos 6rgdos dos sentidos, sem a necessidade do uso de
instrumental. As principais caracteristicas observadas sdo: cor, odor, gosto, textura,
brilho, entre outras caracteristicas observaveis a olho nu. Um aspecto importante a ser
considerado ao analisar caracteristicas organolépticas é que existe subjetividade na sua
avaliacdo devido as diferencas de sensibilidade entre os observadores, necessitando assim
de analise experimental como a morfometria (BARBOSA; DA SILVA; MOSCATTO,
2021).

Na tabela 1 ha para cada forma uma linha de "medidas totais" que incluem os
valores minimos e maximos observados do labio superior, nas medidas tomadas dos
exemplares de cada forma, F1 apresentado 3,25-5,25 cm (comprimento) x 0,8-1.37 cm
(largura), F2 4,55-5,34 cm (comprimento) x 0,66-0,8 cm (largura), sendo essa a que mais
se destaca pela diferenca de comprimento em relagdo as demais formas, F3 2,1-2,3 cm
(comprimento) x 0,6-0,7 cm (largura), essa ultima menor, em relacdo ao comprimento de
seu labio superior, diferindo-se de F1 em 2,01 cm e de F2 em 2,68 cm. O mesmo se da
em relacdo ao acumen presente no apice desse labio, que € bem maior em F1 com 0,7 -
1,3 cm (comprimento) e F2 com 0,4-1,05 (comprimento), F3 apresentando menor valor

de 0,1 cm (comprimento) (Fig. 1, 2, 3 e 4).
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Formas de Labio superior Acumen do Labio inferior Utriculo Tubo
Aristolochia apice do
gibertii labio
superior
F 1
orma 5,25 x 1,37 1,3cm 3x11cm 46x27cm 1,2.cm
(Mato Grosso)
4,15x0,9cm 0,9cm 245x1,3cm 3,31x 1,66 cm 1,43 cm
3,25x0,8cm 0,7 cm 2,3x13cm 3,3x1,65cm 1,65cm
. . 3,25-5,25x0,8-1,37cm  0,7-1,3cm 2,3-3x1,1-1,3cm 3,3-4,6 x 1,65-2,7 cm 1,2-1,65cm
Medidas totais
Forma 2
5,34 x 0,7 cm 1,05¢cm 2,1x0,57 cm 2,5x1,40 cm 1,7cm
(Selviria)
4,55%x0,8cm 0,65 cm 1,6x0,75¢cm 1,89x1lcm 1,78cm
4,75 % 0,66 cm 0,4 cm 1,2x 0,64 cm 1,8x0,87cm 1,4cm
Medidas totais 4,55-5,34 x 0,66-0,8 cm 0,4-1,05cm 1,2-2,1 x0,57-0,75 cm 1,8-2,5x0,87-1,40 cm 1,4-1,78 cm
Forma 3
2,3x0,7¢cm 0,1cm 2,1x1,16 cm 1,7x0,86 cm 1,25¢cm
(Dourados)
2,1%x0,6 cm 0,1 cm 1,84x1cm 1,75x1cm 1,6 cm
2,1-2,3x0,6-0,7cm 0,1cm 1,84-2,1x 0,86-1 cm 1,7-1,75 x 0,86-1 cm 1,25-1,6 cm

Medidas totais

*0s valores em negrito, sdo substancialmente diferentes, se destacam dos demais dados.

Na tabela 2 o valor obtido se deu através da divisao do menor/maior comprimento

do labio superior, pelo menor/maior comprimento do labio inferior, quanto mais préoximo

o valor é de 1, mais homogéneo é o tamanho de ambos os labios. Foi observado que a

relacdo de tamanho dos labios é mais homogénea na F3 (1,09 — 1,14 cm) do que na F1

(1,41-1,75 cm), e mais discrepante em relacdo aos valores de F2 (2,59 — 3,79 cm).

Quando observado apenas os valores do labio inferior (tabela 1) de F1(2,3-3 X

1,1-1,3 cm), esse apresenta um comprimento um pouco maior, em relacéo a F2 (1,8-2,5

x 0,87-1,40 cm) e F3 (1,7-1,75 x 0,86-1 cm). Assim como para o utriculo também, onde

F1 (3,3-4,6 x 1,65-2,27 cm) apresenta maiores medidas totais em relagdo a F2 (1,8-2,5 x
0,87-1,40 cm) e F3 (1,7-1,75 x 0,86-1 cm). Em relagéo ao comprimento do tubo, F2 (1,4-
1,78 cm) se destaque das demais, enquanto F1(1,2-1,65 cm) e F3 (1,25-1,6 cm)

apresentam valores similares.
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Tabela 2. Relacdo do comprimento dos labios superior/inferior das trés formas de A. gibertii

Formas Relacéo Labio superior/ Labio
inferior

Forma 1 141-1,75

Forma 2 2,59-3,79

Forma 3 1,09-1,14

Figura 1. Trés flores das respectivas formas de Aristolochia gibertii, F1 (Mato Grosso), F2

(Selviria), F3 (Dourados) respectivamente da esquerda para direita.

Fonte: Autor.
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Figura 2. Flores da Forma 1 (Mato Grosso) de Aristolochia gibertii

~

Fonte: Autor
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5.2 Anatomia

5.2.3 Analise microscopica

No presente trabalho, as principais caracteristicas morfoanatomicas de trés formas
de A. gibertii sdo investigadas e comparadas. As principais caracteristicas que suportam
a diferenciacdo estdo resumidas na Tabela 3. As paredes celulares anticlinais eram
onduladas na epiderme adaxial (Fig. 5a) e sinuosas na abaxial (Fig. 5i) da F3 D. Paredes
celulares anticlinais retas foram encontradas em ambos os lados da F1- M (Fig. 5b, j) e
F2- S (Fig. 5¢, g, k). Essas caracteristicas podem ajudar a diferenciar a F3-D das demais.

As folhas das trés formas eram hipoestomaticas com estdmatos anomociticos (Fig.
5i-k) que sempre afundavam dentro das células epidérmicas circundantes. As ceras
epicuticulares foram observadas como plaquetas irregulares (Fig. 5d, f, h, p, g, r) e varetas
com sulcos transversais em ambas as superficies foliares nas trés formas (Fig. 5r).
Mahfoud e colaboradores afirmaram que dois tipos diferentes de cera estdo presentes na
superficie adaxial das folhas do género Aristolochia, varetas com sulcos transversais e
plaquetas de cera (MAHFOUD; WANKE; NEINHUIS, 2018).
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Tabela 3. Caracteristicas micromorfologicas comparativas entre as formas de Aristolochia

gibertii

Caracteristicas
micromorfol6gicas

Formas de Aristolochia gibertii

F1 (Mato Grosso)

F2 (Selviria)

F3 (Dourados)

Paredes celulares epidérmicas
anticlinais

Reto (em ambos os
lados)

Reto (em ambos os
lados)

Ondulado (adaxial),
sinuoso (abaxial)

Ocorréncia dos estdmatos

Hipomatico

Hipomatico

Hipomatico

Tipos de estdmatos

Anomocitico

Anomocitico

Anomocitico

Presenca e tipo de ceras
epicuticulares

Rodlets com sulcos
transversais e plaquetas
irregulares em ambos
os lados

Rodlets com sulcos
transversais e plaquetas
irregulares em ambos
os lados

Rodlets com sulcos
transversais e plaquetas
irregulares em ambos
os lados

Cristais de dipiramides
quadrados alongados na
epiderme (lado adaxial)

Presente

Ausente

Presente

Dipirdmides quadradas muito
alongadas e filhotes (lado
abaxial).

Presente

Ausente

Presente

Cristais organizados em linhas
no lado abaxial

Presente

Ausente

Ausente

Drusas na epiderme (lado
abaxial)

Presente

Ausente

Ausente

Tricoma em forma de gancho

Poucos tricomas em
ambos os lados

Poucos tricomas em
ambos os lados

Poucos tricomas no
lado adaxial e varios no
lado abaxial

Mesofilo nimero de
camadas

palicadas/esponjosas/palicadas)

(com

Dorsiventral

Dorsiventral

Dorsiventral

Forma da nervura central

Biconvexa

Biconvexa

Ligeiramente concavo-
convexo

Colénquima angular na nervura
central

Vérias camadas em
ambos os lados

Vérias camadas em
ambos os lados

1-2 camadas no lado
adaxial

Sistema vascular na nervura
central

Um feixe vascular
colateral no centro

Um feixe vascular
colateral no centro

Um feixe vascular
colateral no centro

Anel esclerenquimético na
nervura central

Presente

Ausente

Ausente

Cristais na nervura central

Drusas, cuneiformes e
formas bipiramidais
quadradas

Ausente

Ausente

Forma do peciolo

Quase plano-convexo

Quase plano-convexo

Quase plano-convexo

Forma da haste

oval

circular

circular

Numero de feixes vasculares

15 feixes

5 feixes grandes e 4-5
peguenos

5 feixes grandes e 4-5
pequenos

Tipo de cristais

Dipiramides e drusas
simples

Dipiramides simples,
dipirdmides quadradas
alongadas e muito
alongadas e drusas

Dipiramides quadradas
alongadas

Cristais estdo presentes em ambas as superficies das folhas da F3- D e F1-M como

segue, dipiramides quadradas alongadas sdo encontradas na F3- D (Fig. 5d) e M (Fig. 5f);

dipiramides quadradas muito alongadas e filhotes estdo presentes no lado abaxial da

forma D (Fig. 5m). Na F1- M, esses trés tipos de cristais estdo organizados em linhas
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(Fig. 50) e/ou formando aglomerados como drusas no lado abaxial da F1-M (Fig. 5p).

Né&o foram observados cristais na epiderme na F2- S.

Figura 5. Micromorfologia de Aristolochia gibertii — folhas em vista de superficie.

\.,v = @ e S @) le =

Respectivamente (a, d, i, I, m: F3-D; b, e, f, j, n, 0, p: F1- M; ¢, g, h, k, g, r: F2- S). (a-c,

i-k: microscopia de luz; d-h: FESEM). (cr, cristal; ct, cuticula; cu, cubos, dr, drusa; ed,
dipiramide quadrada alongada; ht, tricoma em forma de gancho; se, dipirdmide simples,
st, estbmatos; wa, cera epicuticular). Barra de escala: a-c, i-k, | =50 cm; e, g, g = 20 um;

h,m-0=10 um; d, f,r=2pum; p=1um.

Os tricomas em forma de gancho tém pelo menos 2 células, com uma célula longa
e curva formando o gancho e uma célula de base ampla unicelular esparsamente espalhada
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em ambas as superficies nas trés formas (Fig. 5e, 5h, 5I, 6a, 6d) e densamente distribuida
no lado abaxial da F3- D de A. gibertii (Fig. 5I, 6a, 6d). Esse recurso mostrou-se
importante para diferencid-lo das demais formas. Mahfoud afirma que a variagdo nos
tricomas é uma caracteristica util para fins taxonémicos dentro de alguns clados do género
Aristolochia (MAHFOUD; WANKE; NEINHUIS, 2018). Os tricomas em forma de
gancho foram amplamente relatados por varios autores (BOTELHO-FILHO; 1ZUMI;
VIEIRA; DE PAIVA BERTOLI et al., 2020; MAHFOUD; WANKE; NEINHUIS, 2018;
SUDHAKARAN, 2016).
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Figura 6. Microscopia de folhas (lamina, nervura central e peciolo) de Aristolochia

gibertii em corte transversal.

Respectivamente (a, d, g, o, r: F3- D; b, e, h, j-n, p, s, t: F1-M; ¢, f, i, q, u: F2- S. (ai, oq:
microscopia de luz; jn, ru: FESEM). (af: 1amina; gn: nervura central; ou: peciolo). (cl,
clorénquima; co, colénquima; cn, cuneiforme; cr, cristal; ct, cuticula; dr, drusa; ed,
dipiramide quadrada alongada, ep, epiderme; gp, parénquima moido; ht, tricoma em
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forma de gancho; ph, floema; pp, parénquima pali¢adico; sc: anel esclerenquimatico; se,
célula secretora; sp: parénquima esponjoso; vb, feixe vascular; vd , dipirdmide quadrada
muito alongada, xy, xilema). Barra de escala: 0, = 500 pum; h, i = 200 um; a,e, g = 50

um; j, K, m =20 um; I, n, rt =10 pm ; u =5 pm.

Considerando a lamina foliar e comparando com as trés formas em corte
transversal, a epiderme é monocamada recoberta por cuticula fina em ambos os lados
(Fig. 6a-c). As trés formas de secéo foliar de A. gibertii mostraram um arranjo mesofilo
dorsiventral (Fig. 6a-e). Ndo apresentavam palicada tipica nem parénquima esponjoso
tipico; ainda, alguns espacos intercelulares apareceram no lado abaxial do mesofilo.
Células secretoras aparecem em ambos os lados da folha (Fig. 6b), ligeiramente
afundadas a partir do nivel das células epidérmicas inferiores (Fig. 6d). Se¢des em vista
frontal revelaram arranjo em forma de roseta das células epidérmicas ao redor de cada
célula secretora e seu conteudo lipofilico péde ser distinguido (Fig. 6b, c). Essas
caracteristicas foram relatadas por Christodoulakis para A. baetica L
(CHRISTODOULAKIS; KOTSIRONI; TSAFANTAKIS; STEFI et al., 2019).

A F3- D apresentou nervura central, em corte transversal, de formato levemente
cdncavo-convexo (Fig. 6g), enquanto a F1-M e F2-S apresentaram contornos biconvexos
(Fig. 6h, 6i). A epiderme foi unicamada seguida por algumas camadas de colénquima
angular subepidérmico em ambos os lados da F1-M e F2-S (Fig. 6h, 6i) e 1-2 camadas no
lado adaxial da forma D (Fig. 6g). Algumas células secretoras podem estar presentes. O
clorénquima da ldmina é projetado na nervura central na regido superior. O parénquima
fundamental é constituido por parénquima densamente arranjado sem qualquer espaco
intercelular (Fig. 6g-i). O sistema vascular foi representado por um feixe vascular
colateral (Fig. 6g-i). Apenas a F1- M apresentou varios cristais como drusas (Fig. 6j),
cuneiformes (Fig. 6k-m) e dipiramides quadradas alongadas (Fig. 6n) no parénguima
fundamental proximo ao anel esclerenquimatico (Fig. 6h).

O peciolo de trés formas, seccionado transversalmente na porgdo medial, tinha
formato quase plano-convexo (Fig. 60-q). As células epidérmicas eram arredondadas e
recobertas por uma cuticula espessa. Havia véarias camadas de coléngquima angular
subepidérmico. Varias células secretoras, semelhantes as encontradas na lamina foliar,
foram observadas. O sistema vascular era colateral e era representado por 5 feixes
organizados em arco aberto e 1-2 feixes dorsais. Um anel esclerenquimatico continuo,

com células em diferentes niveis de lignificagdo, contiguo ao sistema vascular (Fig. 60-
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q). Cuneiformes (Fig. 6r, t), drusas (Fig. 6s), cristais de dipiramides quadrados alongados
e muito alongados (Fig. 6u) foram observados no parénquima fundamental. Embora o
contorno do peciolo seja uma caracteristica diagnostica, existem poucos estudos
envolvendo a anatomia do peciolo das espécies Aristolochia. Além disso, considerando
varios tipos de cristais de oxalato de calcio nas espécies de Aristolochia, mais estudos sdo

necessarios para determinar os morfotipos e padrdes dos cristais no género.

Figura 7. Microscopia de caules de Aristolochia gibertii em corte transversal

Respectivamente (a, d, g-i: F3-D; b, e, j-I: F1- M; ¢, f, m-p: F2- S.). (a-f: microscopia de luz; g-p:

FESEM). (cx, cortex; dr, drusa; ed, dipiramide quadrada alongada; ph, floema; pi, medula; sc,
anel esclerenquimatico; sd, dipiramide simples; sg, grdos de amido; vb, feixe vascular; vd,
dipirdmide quadrada muito alongada; xy, xilema). Barra de escala: a-¢ = 400 um; d-f = 200 pm;
i,1=20 um; g, m =10 um; j, k,0,n, p=5um; h=2 um.
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Em crescimento secundario incipiente, o caule em secdo transversal apresentou
formato circular na F1- M (Fig. 7b) e F2- S (Fig. 7c) e formato oval na F3-D (Fig. 7a). A
epiderme era unisseriada e recoberta por uma cuticula espessa nas trés formas. O cortex
era formado por varias camadas de células parenquimaticas e um anel continuo de fibras
perivasculares que mostra um aumento da espessura da parede celular em direcdo a
periferia. Nas trés formas, um anel de feixes vasculares colaterais abertos, encerrando
uma medula parenquimatosa. No entanto, as formas eram diferentes em varios feixes
vasculares como segue, 5 grandes e 4-5 pequenos feixes na F3- D (Fig. 7a) e F2-S (Fig.
7c¢), e cerca de 15 feixes na F1- M (Fig. 7b). Cambio foi distinto entre floema e xilema.
Células secretoras, contendo material lipofilico, foram encontradas no cortex e proximas
aos feixes vasculares. A medula era composta por células parenquimaticas de paredes
finas e idioblastos com graos de amido (Fig. 7i, 1) e cristais. Cristais como dipiramides
quadradas alongadas foram encontrados na forma D (Fig. 7g, h) e S (Fig. 7n), dipiramides
simples (Fig. 7], 7m) e drusas (Fig. 7j, 7p) foram observadas na F1- M e F2-S, enquanto
dipiramides quadradas muito alongadas foram encontradas apenas na F2- S (Fig. 70). O
conjunto de tipos de cristais € diagnostico para as trés formas do presente estudo.

A ocorréncia de cristais em plantas é frequente e pode se formar em qualquer
6rgdo ou tecido. Ocorrem tipicamente nos caules e folhas, mas podem ser depositados em
diferentes tecidos e células, como dentro das células epidérmicas (DE BRITO;
SABEDOTTI; FLORES; RAMAN et al, 2021), externamente a epiderme
(LORENCONE; GUARNIER; PALOZI; ROMAO et al., 2021), no mesofilo
(FORMAGIO; VILEGAS; VOLOBUFF; KASSUYA et al., 2022), e no cortex e medula
(D’ALMEIDA; MONTEIRO; RAMAN; REHMAN et al., 2021) do caule. Apresentam
uma grande diversidade de morfologias, como drusas, estiloides, areia cristalina e prismas
de diferentes formas e sdo Uteis no diagndstico da espécie. Cristais em espécies de
Aristolochia foram raramente mencionados, apenas para a raiz de A. indica alguns
microcristais aparecendo como pequenos prismas alongados presentes em algumas
células corticais e de raios (FAISAL; SHRIDHAR; KUMAR, 2015).

Os espectros das microanalises qualitativas de raios X dos cristais nas trés formas
de A. gibertii apresentaram grandes picos de calcio, carbono e oxigénio (Fig. 8), sugerindo
que esses cristais eram compostos de oxalato de calcio. Em familias de plantas superiores,
a composicdo quimica dos cristais é geralmente oxalato de célcio. Quando ha excesso de

calcio, ele pode ser precipitado como carbonato, fosfato, silicato, oxalato e citrato
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(BERTOCCO; MIGACZ; SANTOS; FRANCO et al, 2017; WEINER; DOVE;
GEOCHEMISTRY, 2003).

Figura 8. Imagem FESEM e espectro EDS da F3- D (a), F1-M (b) e F2-S (c).
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5.2.4 Andlise histoquimica

No presente estudo, elementos lignificados reagiram positivamente com
floroglucinol/HCI nas células apicais dos tricomas em forma de gancho (Fig. 9a, b), além
do xilema nas folhas e caules (Fig. 9a, cj) nas trés formas de A .gibertii. Além disso, o
anel de esclerénquima reagiu com este reagente no caule (Fig. 9d, g, j), porém em

diferentes estagios de lignificacdo no peciolo (Fig. 9c).
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Figura 9. Histoquimica de folhas e caules de Aristolochia gibertii.
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Respectivamente (a-d, k-0, s: F3- D; e-g, p, q, t: F1- M; h-j, r, u: F2- S). (b: vista frontal da

epiderme; a, e, h, p: nervura central; c, f, i, I, g: peciolo; d, g, j, m, n, r-u: caule). (a-j: reagente
floroglucinol/HCI; k-n: Sud&o IlI; o, p: solugdo de cloreto férrico; q, r: dicromato de potassio; s-
u: solugéo de iodo). (ct, cuticula; dr, drusa; ep, epiderme; gp, parénquima moido; ht, tricoma em
forma de gancho; pc, compostos fendlicos, ph, floema; pp, parénquima palicadico; sc: anel
esclerenquimatoso; se, célula secretora; sg , grdos de amido; sp: parénquima esponjoso; vb, feixe
vascular; xy, xilema). Barra de escala: c, d, f-j, s, t, u =400 um; a, h = 200 pum; m = 100 um; b,

e, k, I, n, 0-r =50 pm.
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As trés formas evidenciaram material lipofilico nas ceras epicuticulares, cuticulas
e nas células secretoras das folhas e caules (Fig. 9k-0). Esses depdsitos sdo comuns a
varias  espécies de  Aristolochia  (CHRISTODOULAKIS;  KOTSIRONI;
TSAFANTAKIS; STEFI et al., 2019; JAIME; BARBOZA; VATTUONE, 2006).

Nas trés formas de A. gibertii, os componentes fendlicos foram destacados usando
solucBes de cloreto férrico (Fig. 9p, q) e dicromato de potéssio (Fig. 9r, s). Eles foram
encontrados no parénguima pali¢adico do limbo foliar, no floema das folhas e caules (Fig.
9c) e no cortex do caule (Fig. 9s). Christodoulakis utilizando 0os mesmos reagentes
utilizados no presente estudo, relataram que A. baetica ndo apresentou a presenca de
compostos fendlicos (CHRISTODOULAKIS; KOTSIRONI; TSAFANTAKIS; STEFI et
al., 2019).

Gréos de amido s6 foram encontrados em abundéncia ao redor dos feixes
vasculares do caule da F3- D (Fig. 9t) e M (Fig. 9u), porém em pequena quantidade no
tecido floema na F2- S (Fig. 9v). Eles eram pequenos e arredondados e encontrados
solitarios ou em pares.

Embora as anatomias basicas dessas formas sejam mais ou menos semelhantes,
elas também apresentam diferencas distintas em algumas caracteristicas que podem ser
usadas como marcadores para a identificacdo das formas. Por exemplo, as células
epidérmicas das folhas na forma D tém paredes anticlinais onduladas no lado adaxial e
sinuosas no lado abaxial, enquanto as outras duas formas tém paredes retas em ambos 0s
lados. Esta forma também pode ser distinguida das demais pela presenca de tricomas em
forma de gancho na face abaxial das folhas, de nervura central levemente concava-
convexa e de dipirdmides quadradas alongadas nos caules. Nenhuma das outras formas
tem esses recursos. As analises histoquimicas confirmaram a presenca de compostos

lipofilicos e fendlicos, graos de amido e elementos lignificados.
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5.3 Genética

5.3.1 Identificacdo das sequéncias pelo GenBank e BLAST

Foi utilizado o sistema proposto no “Projeto do Codigo de Barras da Vida” (The
Barcode of Life Project), iniciado em 2003 no Canada, que consiste em um sistema Gnico
e universal com o objetivo de identificar todos os organismos em nivel especifico,
baseado em uma abordagem molecular padronizada, utilizando-se sequéncias de regifes
especificas do DNA (LEESE; SANDER; BUCHNER; ELBRECHT et al., 2021).
Avaliadas quanto a sua capacidade de reconhecimento genérico e especifico, através do
método de distancia genética e pela busca BLAST®

As sequéncias matK das trés formas de A.gibertii foram submetidas aos hits da
busca BLAST® (ALTSCHUL; GISH; MILLER; MYERS et al., 1990). As sequéncias
das formas também foram confrontadas com as depositadas no GenBank®, e acabaram
por chegar no mesmo resultado, a busca correspondia a espécie “esperada” a
identificacdo, A.gibertii. Quando a melhor resposta correspondia a vérias espécies (com
0 mesmo score ou superior), incluindo a espécie A.gibertii, a identificacdo se dava pela
diferenca em sua morfologia das demais espécies elencadas. O score encontrado em
ambas plataformas, BLAST® e GenBank®, para a F1 foi de 98,97%, F2 foi de 98,98%
e F3 foi de 98,71%. Os autores Kress, Hollingsworth e Kelly (HOLLINGSWORTH;
ANDRA CLARK; FORREST; RICHARDSON etal., 2009; KELLY; AMEKA; CHASE,
2010; KRESS; ERICKSON; JONES; SWENSON et al., 2009), ap6s realizarem suas
respectivas pesquisas concluiram que o marcador matK sozinho é suficiente para a

identificacdo a nivel de espécie, 0 que para nossa pesquisa foi essencial.

5.3.2 Analise das sequéncias do gene matK e rbcL

Todas as amostras (Forma 1, 2 e 3) amplificadas por PCR foram sequenciadas,
nas fitas forward e reverse, tanto para o gene matK, quanto para o rbcL, todas geraram
eletroferogramas de boa qualidade para o gene rbcL e o gene matK. O comprimento das
sequencias barcodes obtidas das formas 1, 2 e 3 (individuos) de Aristolochia gibertii foi,
em média de 841pb para matK e 618 para rbcL, se enquadrando no comprimento
recomendado para as Angiospermas (FAZEKAS; BURGESS; KESANAKURTI,
GRAHAM et al., 2008; KRESS; ERICKSON, 2012).
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As sequéncias forward e reverse foram editadas e as fitas consenso obtidas
utilizando-se o programa Chromas (versdo 2.6.6). O tamanho do fragmento gerado para
matK foi cerca de 924 pb, porém todas as extremidades de ambas as regiGes foram
eliminadas, restando 781 pb para andlise, para o rbcL o tamanho de fragmento gerado foi
de 618 pb, mas foram analisados apenas 602 pb, depois essas foram alinhadas usando o
programa de montagem Cap3 contig. gerando as fitas consenso.

Numerosos marcadores, individualmente ou em combinagdo, foram sugeridos
para DNA barcoding de plantas (CHASE; COWAN; HOLLINGSWORTH; VAN DEN
BERG et al., 2007; KRESS; ERICKSON, 2007; LAHAYE; VAN DER BANK;
BOGARIN; WARNER et al., 2008; NEWMASTER; FAZEKAS; RAGUPATHY, 2006),
nesse estudo utilizamos em combinagdo o matk + rbcl.

A partir do alinhamento das sequéncias das amostras, Forma 1 (Mato Grosso),
Forma 2 (Selviria), Forma 3 (Dourados) e o acesso AB060792.1 do BLASTn® de
A.gibertii, as mesmas foram comparadas, foi observado ao todo 17 sitios variaveis para
0 gene matK, sendo eles: 194,197, 285, 288, 329, 339, 381, 446, 464, 509, 544, 550, 551,
562, 564, 576 e 588 (Fig. 10), o que representa em torno de 1,92 % de variacdo
intraespecifica das amostras. Foram encontrados 1 gap (inser¢do-delecdo) entre as
sequencias, sitio 194.

O CBOL (PLANT, 2009) recomenda a combinacdo de matK + rbcL para
identificacdo de plantas, pois essa combinacdo abrange uma maior universalidade,
qualidade da sequéncia, discriminacdo e custo. Por conta disso as analises realizadas
nesse trabalho foram feitas com base nessas duas regides.

As frequéncias de nucleotideos do gene matK das amostras analisadas s&o:
30,56% (A), 35,70% (T), 17,63% (C) e 16,11% (G). As razbes de taxa de
transicdo/transversdo sao k1 = 14,275 (purinas) e k2 = 0,912 (pirimidinas). A tendéncia
geral de transicdo/transversio é R = 3,054, onde R = [A*G*kl +
T*C*k2]/[(A+G)*(T+C)]. Esta analise envolveu 4 sequéncias de nucleotideos. Todas as
posi¢des ambiguas foram removidas para cada par de sequéncias (opcdo de delecdo em

pares). Havia um total de 776 posi¢Oes no conjunto de dados final (Tabela 4).
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Tabela 4. Probabilidade de substituicdes nucleotidicas (linhas x colunas), em valores
percentuais, calculados para o gene matK das trés amostras e um acesso (AB060792.1)
de A.gibertii, de acordo com o modelo de substituicdo de T92 Tamura 3-parameter
(Tamura et al., 2021).

Estimativa da Probabilidade Maxima Composta do Padr&o de

Substituicao de Nucleotideos (matK)

A T C G
A - 3.9 1.93 25.13
T 3.34 - 1.76 1.76
C 3.34 3.56 - 1.76
G 47.69 3.9 1.93 -

* Cada entrada mostra a probabilidade de substituicéo (r) de uma base (linha) para outra base (coluna). Para
simplificar, a soma dos valores de r é igual a 100. As taxas de substitui¢des transicionais diferentes sdo

mostradas em negrito e as de substitui¢cdes transversais sdo mostradas em italico.

O gene rbcL em toda sua extensdo, total de 602 pb, nas amostras de A. gibertii
analisadas ndo apresentaram nenhuma diferenca todos os sitios foram conservados. As
frequéncias nucleotidicas do gene rbcL das amostras analisadas séo: 27,48% (A), 29,10%
(T), 20,49% (C) e 22,93% (G) (Fig. 11). As razdes de taxa de transi¢cdo/transversao sao
k1 = 0 (purinas) e k2 = 0 (pirimidinas). O viés geral de transigdo/transversdo é R = 0,
onde R = [A*G*k1l + T*C*k2]/[(A+G)*(T+C)]. Esta analise envolveu 3 sequéncias de

nucleotidos (Tabela 5).
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Tabela 5. Probabilidade de substituicdes nucleotidicas (linhas x colunas), em valores
percentuais, calculados para o gene rbcL das trés amostras e um acesso (AB060792.1) de
A.gibertii, de acordo com o0 modelo de substitui¢cdo de T92 Tamura 3-parameter (Tamura
etal., 2021).

Estimativa da Probabilidade Maxima Composta do Padr&o de

Substituicao de Nucleotideos (rbcL)

A T C G
A - 14.55 10.24 0
T 13.74 - 0 11.47
C 13.74 0 - 11.47
G 0 14.55 10.24 -

*Cada entrada mostra a probabilidade de substituicéo (r) de uma base (linha) para outra base (coluna). Para
simplificar, a soma dos valores de r € igual a 100. As taxas de substituicBes transicionais diferentes séo
mostradas em negrito e as de substituicdes transversais sao mostradas em italico

Dentre as sequéncias estudadas, o gene matK foi o que apresentou a maior
capacidade de discriminacdo nucleotidica das amostras em relacdo ao rbcL, destacando
uma variacdo intraespecifica ja esperada devido a diferenga morfol6gica encontrada nas
flores que das formas 1, 2 e 3. No caso do matK conseguimos utilizar a sequéncia do
acesso AB060792.1 do BLASTn® para melhorar a comparacdo das nossas amostras e
ampliar os resultados. No entanto, o numero limitado de sequéncias de DNA dessa
espécie de planta, em qualquer regido especifica, no banco de dados como GenBank tem
restringido o desenvolvimento de identificagdo por DNA barconding para Aristolochia
gibertii e outras espécies do género, para a regido matK foram encontradas apenas uma
sequéncia depositada do autor Jin Murata (MURATA; OHI; WU; DARNAEDI et al.,
2001) que foi 0 acesso a qual utilizamos para comparagdo com as nossas amostras, ja para
a regido rbcL néo foi encontrado nenhum acesso no banco de dados GenBank.

Entre as regides de plastidios, o rbcL é o gene mais bem caracterizado em relacéo
ao matK de acordo com CBOL (PLANT, 2009). Para Fazekas, (FAZEKAS; BURGESS;
KESANAKURTI; GRAHAM et al., 2008) as melhorias no projeto do primer o tornam
facilmente recuperdvel em plantas terrestres e é adequado para a recuperacdo de
sequéncias bidirecionais de alta qualidade. Kress & Erickson relatam que embora seja
uma regido boa para identificacdo a nivel de espécie ndo é a regido mais variavel (KRESS;

ERICKSON, 2007), como podemos identificar no estudo, pois enquanto o matK
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apresentou variagdes nos sitios nucleotidicos, o rbcL ndo mostrou nenhuma variacéao, o
que comprova que ambas as amostras sao pertencentes a mesma espécie, pois ele é um
componente frequente das combinagdes multilocais de melhor desempenho para a
discriminacdo de espécies (KRESS; WURDACK; ZIMMER; WEIGT et al., 2005). Estes
resultados condizem com os niveis de resolucéo apresentados pelo matK, de acordo com
(FORD; AYRES; TOOMEY; HAIDER et al., 2009) esta ¢ uma regido plastidial
codificante que apresenta altas taxas de evolucdo e que ja esta estabelecida, justamente
devido ao seu alto grau de variacdo em niveis hierarquicos inferiores. Diversos artigos
apontam para esse poder discriminatorio em diferentes grupos de plantas. Corroborando
com os autores citados Dechbumroong e colaboradores (DECHBUMROONG;
AUMNOUYPOL; DENDUANGBORIPANT; SUKRONG, 2018) que em seu trabalho
também observou o grau de variacdo de sequéncia entre suas amostras e chegou a seguinte
classificacdo: ITS2 > trnH-psbA > matK > rbcL, as grandes inser¢des/exclusdes no ITS2
causaram alta variacdo (28,98%) entre as onze espécies de Aristolochia muito superiores
as trnH-PSBA (11,56%), matK (11,15%) e rbcL (3,29%). Mostrando que entre matK e

rbcL, a regido matK sempre apresenta uma maior variagao.

Figura 10. Alinhamento das sequencias matK das trés amostras e um acesso

(AB060792.1) de A.gibertii
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241
Acesso AB060792.1 GG
Forma 1 GG
Forma 2 GG
Forma 3 GG

30
Acesso AB060792.1
Forma 1
Forma 2
Forma 3

1|

361

Acesso AB060792.1 GGG

Forma 1

Forma 2 GGG

Forma 3 GGG
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Acesso AB060792.1
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Acesso AB060792.1
Forma 1
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Forma 3
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Forma 3

Acesso AB060792.1
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Figura 11. Alinhamento das sequencias rbcL das trés amostras de A.gibertii.
1
e} ¢ E = G =
clc G G G G
GRG G G G G.
71
Forma 1 G G G [CHc G GGGGG G
Forma 2 G. G. G G G GGGGG G
Forma 3 G G. G G G GGCGG G
141
Forma 1 CCHBGEHECGE G le! el G e’ el
el.’ [eleleliye G @ el = G
ceflccc G G G G G G
211
Forma 1 G cclec G e elele) ele!
Forma 2 G cGHCG G flc clele] &
Forma 3 G GGRCG G BG GGGAGG

Forma 2 GG
281

Forma 3 GG

Forma 1 G G. GCHERGG

Forma 2 G G CERGG

Forma 3 c e} @ [ele
351

Forma1 G G C G G GRCG G G
Forma2 BG G G G BG GRGG G G
Forma3 H®G G G G BG GHAGG G G

421

Forma 1 G GRGAG G
Forma 2 G GAGHAG G
Forma 3 G GHGAG G

49

1
Forma 1 GG GG GGEGHG (&] GCRG EG
Forma 2 GG GG GGCGHECG. (e CRC G
Forma 3 GG GG GGCGHECG. G GRG CG

561

Forma1 GC G G
Forma 2 GC G G.
Forma 3 GC G G

Para a anélise de divergéncia entre sequéncias nucleotidicas, foram calculadas as

Forma1
Forma 2
Forma 3

(Pairwise Distance) distancias pareadas (Tabela 6), apresentadas em percentuais de
substituicdo de bases por sitio, considerando o0 modelo de substitui¢cdo de T92 Tamura 3-
parameter no programa MEGA version 11 (TAMURA,; STECHER; KUMAR;
EVOLUTION, 2021).
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Tabela 6. Comparacédo das distancias pareadas “Pairwise” entre as sequencias barcodes
de matK das formas de A. gibertii. A similaridade foi calculada para um determinado par

de amostras, esse € expresso em porcentagem e destacada na cédula abaixo.

“Pairwise” similaridade em

%A
Amostra Acesso Descrigdo GenBank Formal Forma2
GenBank AB060792.1 Disponivel no BLAST e GenBank - - -
Formal DA Mato Grosso- MT 99.10% - -
Forma2 DA Selviria-MS 98.97%  98.84% -
Forma3 DA Dourados -MS 98.71% 98.58% 99.22%

*Cultivado no Jardim de Plantas Medicinais da UFGD. A Valores encontrados usando o software
MEGAL1; Gaps de alinhamento foram removidas por exclusdo completa. *DA: Deposito em Andamento.

Todas as formas (F1, F2 e F3) mostram um resultado satisfatério de porcentagem
de similaridade em relacdo ao acesso do GenBank, superior a 98,71%, mostrando
veracidade na identificacdo de A.gibertii sendo esse valor minimo referente a F3
(dourados) que se mostra “mais” distante em relagdo as outras, além disso a F3 tem uma
distancia de 1,42% em relacdo a F1 e de 0,78% em relacdo a F2, o que mostra F3 mais
préxima geneticamente de F2 do que de F1, que foi a que teve maior porcentagem de
similaridade com o acesso do GenBank, 99,10%, se distanciando de F2 em apenas 1,16%,
0 que corrobora com o dendrograma de distanciamento entre as formas Neighbor-Joining
(Fig. 12).

5.3.3 Analise comparativa do dendrograma

A anélise de agrupamento utilizando-se 0 método de Neighbor-Joining (Saitou &
Nei., 1987), produzida no programa MEGA X® ¢é apresentada na Figura 12.
As trés sequéncias barcodes foram utilizadas para gerar diferentes arvores de distancia
genética através do programa MEGA X® (Phylogenetic and molecular evolutionary
analyses were conducted using MEGA version 11 (Tamura K, Stecher G, and Kumar S
2021) os quatro conjuntos de dados resultantes da regido matK foram avaliados pelo
método de analise Neighbour-Joining (NJ) ou Agrupamento de Vizinhos, que se baseia
no principio de evolugdo minima onde para dois individuos serem considerados proximos

é preciso que haja ocorrido 0 menor nimero de mudangas entre eles, ou seja sdo
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agrupados de maneira a minimizar o comprimento total da arvore, isso usando o
coeficiente de distancia euclidiana para constru¢do do dendrograma (Fig. 12).

O resultado desta técnica pode contribuir para a definicdo de um esquema de
classificacdo ou podem sugerir um conjunto de regras para classificar novos objetos em
novas classes com fins diagnosticos. Assim como as analises morfoldgicas e anatémicas,
a genética também sustenta a hipotese de que dentre as formas de A.gibertii, a F1 est4
mais proxima de F2 do que de F3, e F2 esta mais proxima de F1 do que de F3.Sendo F3

(dourados) a que mais se diferencia geneticamente das outras formas (Fig. 12).

Forma3

Forma2

Formal

96

BLAST AB060792.1

0.0070 0.0060 0.0050 0.0040 0.0030 0.0020 0.0010 0.0000

Figura 12. Andlise de agrupamento baseada no método Neighbor-Joining (Saitou & Nei
1987) com os dados das amostras (formas) de Aristolochia gibertii usando a regido matK.
As distancias evolutivas foram definidas usando-se 0 modelo T92 Tamura 3-parameter
(TAMURA; STECHER; KUMAR; EVOLUTION, 2021). Os numeros proximos dos
clados indicam os valores percentuais do teste de Bootstrap com 1000 repeticdes. Arvores
ndo enraizadas foram realizadas no MEGA X (KUMAR; STECHER; LI; KNYAZ et al.,
2018).
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5.4 Quimica

5.4.1 Compostos de RMN de 'H e de *C e UHPLC-MS/MS

O estudo quimico dos extratos metandlicos e hexanicos de folhas de A. gibertii, resultou
na identificacdo de 27 substancias, a determinacdo estrutural dos compostos a seguir foi
efetuada com base nas analises dos dados espectrométricos de RMN de *H e de *C sendo
eles: Acido Colavénico (1), Acido Copalico (2), Trigonelline (5) e Kusunoquinina (22),
ja os compostos de 3 a 27 foram propostos baseando-se no perfil de fragmentacdo delas
pelo UHPLC-MS/MS, sendo eles: Dissacarideo (Hexose-hexose) (3), Alantoina (4),
Trigonelina (5), Magnocurarina (6), N-Metilcoridino ou Menisperina (7), Anononamina
ou N,N-Dimetilcaaverina (8), N-Metilfibrecisina (9), O-Nornuciferina-N-6xido (N-
Metilassimilobina-N-6xido) (10), 8-Hidroxi-1,2-metilenodioxiaporfina-N-oxido (11),
Loliolide (12), N-Metilushinsunina ou N-Metilsteporfina (13), N-Metilayuthianine ou
seu isémero 4-hidroxi (14), Anononamina ou N,N-Dimetilcaaverina (15), Aporeina-N-
oxido (16), Acido 3-[(3-metoxi-4-hidroxifenil)metil]-4-hidroxi-2-[(3,4-
metilenodioxifenil)metil]-butan-1-6ico  (17), Acido 3-[(3,4-dimetoxifenil)metil]-4-
hidroxi-2-[(3,4-metilenodioxifenil)metil]-butan-1-6ico  (18), Acido  2,3-[bis(3,4-
metilenodioxifenil)metil)]-butan-1-6ico  (19), 3',4'-Dimetoxi-3,4-metilenodioxi-7,9'-
epoxilignan-7'-ol  (20), Epimeros interconversiveis de trans-cubebina: a-
cubebina(20a)+p-cubebina(20b) (21), Kusunoquinina (22), Hinoquinina (23), Acido 2-
oxocolavénico (24), Acido 2-oxo-3-cleroden-15-6ico (25), Acido 8p-hidroxi-labd-13(E)-
en-15-6ico (26), Acido 8p-hidroxi-labdan-15-6ico (27) (Tab.7) (MARCHESINI;
PRADO; MESSIANO; MACHADO et al., 2009; MESSIANO; VIEIRA; MACHADO;
LOPES et al., 2008).

5.4.2 Dados de RMN de H e de 13C

Acido Colavénico (1)

Negativo HR-ESI-MS (probe) 3 kV, m/z: 303.2335 [M-H]™ (calculo para C2oH310,
303.2324). RMN 3C (75.47 MHz, CDClg): § 171.7 (C-15), 164.6 (C-13), 144.4 (C-4),
120.4 (C-3), 114.7 (C-14), 46.4 (C-10), 38.7 e 38.1 (C-5 e C-9), 36.7 (C-6), 2x36.2 (C-8
e C-11), 34.9 (C-12), 27.4 (C-7), 26.8 (C-2), 19.9 (C-19), 19.4 (C-16), 18.2e 18.3 (C-1 e
C-20), 18.0 (C-18), 15.9 (C-17). RMN 'H (300.15 MHz, CDCls): & 5.68 (brs, 1H, H-14),
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5.19 (br's, 1H, H-3), 2.16 (s, 3H, CHs-16), 1.58 (br s, 3H, CHs-18), 0.9 (s, 3H, CHs-19),
0.80 (d, J = 6.1 Hz, 3H, CH3-17), 0.73 (s, 3H, CH3-20).

Acido Copalico (2)

Negativo HR-ESI-MS (probe) 3 kV, m/z: 303.2329 [M-H]  (calculo para CzoH310,
303.2324). RMN 3C (75.47 MHz, CDCls): § 171.4 (C-15), 164.1 (C-13), 148.2 (C-8),
114.6 (C-14), 106.3 (C-17), 56.1 (C-9), 55.4 (C-5), 42.0 (C-3), 40.0 (C-12), 39.7 (C-10),
39.0 (C-1), 38.2 (C-7), 2x33.6 (C-4 E C-18), 24.4 (C-6), 21.7 (C-19), 21.4 (C-11), 19.3
(C-2), 19.2 (C-16), 14.4 (C-20). RMN *H (300.15 MHz, CDCls): 5 5.68 (brs, 1H, H-14),
4.85 (d, J = 0.8 Hz, 1H, H-17,), 4.48 (br s, 1H, H-17y), 2.16 (s, 3H, CHs-16), 0.87 (s, 3H,
CHs-18), 0.80 (s, 3H, CH3-19), 0.68 (s, 3H, CHs-20).

Trigonelina (5)

Positive HR-ESI-MS (probe) 3 kV, m/z: 138.0551 [M+H]* (calc for CHsNO3, 138.0555).
IH NMR (300.15 MHz, DMSO-ds): & 9.19 (s, 1H, H-2), 8.86 (d, J = 6.0 Hz, 1H, H-6),
(8.74, d, J = 8.0 Hz, 1H, H-4), 8.00 (dd, J = 8.0 and 6.0 Hz, 1H, H-5), 4.36 (s, 3H, N-

CHa).

Kusunoquinina (22)

Positivo HR-ESI-MS (probe) 3 kV, m/z: 371.1498 [M+H]" (céalculo para C21H230s,
371.1495). RMN *H (300.15 MHz, CDCls): § 6.76 (d, J = 8.2 Hz, 1H, H-5"), 6.71 (d, J =
8.1 Hz, 1H, H-5), 6.60 (br s, 1H, H-2), 6.47 (d, J = 1.9 Hz, 1H, H-2"), 5.93-5.95 (comp,
2H, -OCH,0-), 4.15 (dd, J = 9.4 and 7.0 Hz, 1H, H-9',), 3.88 (comp, 1H, H-9'v), 3.86 (s,
3H, OCH3-4"), 3.83 (s, 3H, OCHz-3"), 2.96 (dd, W12 = 14.1 and 5.0 Hz, 1H, H-7,), 2.85
(dd, Wi, = 14.1 and 6.8 Hz, 1H, H-7y). RMN 3C (75.47 MHz, CDCls): & 178.6 (C-9),
149.0 (C-3"), 2x147.8 (C-3.,4"), 146.4 (C-4), 131.3 (C-1), 130.4 (C-1'), 122.2 (C-6), 120.6
(C-6"), 111.7 (C-2", 111.2 (C-5"), 109.4 (C-2), 108.1 (C-5), 101.0 (-OCH0-), 71.2 (C-
9, 55.8 (OCHs-4"), 55.7 (OCH3-3"), 46.4 (C-8), 41.2 (C-8"), 38.2 (C-7"), 34.7 (C-7).
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5.4.3 Analise dos compostos

Os extratos hexanicos E1 (referente a F3 = Forma 3 Dourados), E2 (referente a F1
= Forma 1 Mato Grosso) e E3 (referente a F2 = Forma 2 Selviria), metanolicos E4
referente a F3 = Forma 3 Dourados), E5 (referente a F1 = Forma 1 Mato Grosso) e E6
(referente a F2 = Forma 2 Selviria).

Para cada forma (F1, F2 e F3) de A. gibertii foi identificada uma substancia
majoritaria que se destacou dos demais compostos identificados, se diferenciando entre
as formas. Na F1 (extratos E2 e E5) o composto foi o Acido Colavénico (1), na F2
(extratos E3 e E6) foi o Acido Copalico (2) e na F3 (extratos E1 e E4) a Kusunoquinina
(3) (Tab. 7; Fig. 14,16).

Figura 13. Substancias majoritarias encontradas nas respectivas formas de A. gibertii

uy »
4

"y ",
'

Acido Colavénico (1)

Kusunoquinina (3)
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O composto diterpeno clerodano, acido colavénico, ja foi descrito na literatura
como sendo uma substancia com potencial para inseticidas naturais das espécies do
género Aristolochia, se tornando assim uma rota promissora para a descoberta de novos
compostos ou preparacdes botanicas que podem ser usadas na protecdo de cultivos contra
por exemplo Anticarsia gemmatalis H. (Lepidoptera: Noctuidae), essa sendo a principal
praga desfolhadora da cultura da soja no Brasil (ZUKERMAN-SCHPECTOR; SOUSA
MADUREIRA; MESSIANO; LOPES et al., 2008).

No trabalho de Messiano (MESSIANO; VIEIRA; MACHADO; LOPES et al.,
2008) os autores avaliaram a atividade inseticida do extrato bruto de hexano das raizes e
folhas de A. malmeana contra a larva de A. gemmatalis, eles conseguiram uma
mortalidade de 50% das larvas, foram descritos, um diterpeno clerodano, acido
Colavénico e trés lignanas, kusunoquinina, hinoquinina e cubebina, foram isolados por
cromatografia e procedimentos de particdo e entdo avaliados quanto as suas atividades
inseticidas individualmente ou em pares, a Kusunoquinina apresentou a maior atividade
contra A. gemmatalis. Demonstrando que as substancias identificadas nos extratos das
formas de A,gibertii nesse estudo, estdo de acordo com os descritos na literatura para o
género Aristolochia, porém com algumas diferencas, seja na concentracdo do metabolito
encontrado nas formas ou na existéncia do mesmo, por exemplo, o composto
kusunoquinina (22) é uma substancia majoritaria da F3 (dourados), porém esse composto
é encontrado em concentracdes menores em F1 e F2, assim como o &cido Colavénico (1)
¢ majoritaria em F1, sendo encontrado em concentracdes menores em F2 e ndo
identificada em F3, assim como a hinoquinina (23) que foi identificada na F1 e F2 e ndo
apareceu na F3.

Em Marchesini (MARCHESINI; PRADO; MESSIANO; MACHADO et al.,
2009) eles investigaram a composicao quimica dos extratos de folhas e caules, e também
a natureza dos 6leos essenciais de A.gibertii, eles chegaram a isolar 17 compostos do
caule e 14 das folhas, dentre esses compostos foram identificados o Acido Colavénico
(1), Acido Copélico (2), Kusunoquinina (3), Trigonelina (5), Cubebina ( 21), Hinoquinina
(23), Acido 8p-hidroxi-labd-13(E)-en-15-6ico (26), Acido 8B-hidroxi-labdan-15-6ico
(27), e entdo concluiram que essa espécie é uma rica fonte de diterpenos e lignanas, e que
muitos dos compostos encontrados sdo potenciais agentes contra diversas doencas, como
a diabetes, corroborando com os compostos identificados nesse trabalho.

Estudos recentes como de Kurisawa (KURISAWA; YUKAWA; KOSHINO;
ONODERA et al., 2020) mostram que o analogo do Acido Colavénico (KAA: um
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estereoisdmero em C-9 e C-10 de acido 6p-tigloiloxicolavénico) e o préprio composto
Acido Colavénico, foram capazes de suprimir a morte celular de leveduras por fissdo e
permitiu a reversdo dos fusos mitéticos de uma morfologia monopolar para bipolar, o que
tem grande importancia no desenvolvimento de novos agentes anticancerigenos que tem
como alvo a mitose, especificamente em células cancerosas.

Os diterpendides com esqueleto de carbono C20 constituem o maior grupo de
metabdlitos terpendides encontrados em Aristolochia, o primeiro tipo de diterpendide
encontrados é o de esqueleto basico de clerodano, acido 2-Oxo-populifélico que foi
relatado de A. cymbifera (LEITAO; KAPLAN; GALEFFI, 1992) e 4cido Colavénico em
A. brasilienses (LOPES; BOLZANI; TREVISAN, 1987), A. galeata (LOPES;
BOLZANI, 1988) e A. malmeana (MESSIANO; VIEIRA; MACHADO; LOPES et al.,
2008), e acido 2-oxocolavenico que foi identificado em A. malmeana (MESSIANO;
VIEIRA; MACHADO; LOPES et al., 2008), sendo também observado nas formas F1,
apenas tracos, F2 e F3, tendo maior concentragdes do composto, em A.gibertii.

O segundo tipo sdo os diterpernos labdanos sendo eles o acido copélico relatado
em A. cymbifera (SARTORELLI; CARVALHO; REIMAO; LORENZI et al., 2010), esse
composto sendo majoritario na F2, e aparecendo em menor concentracdo em F1, e ndo
observado em F3, A. esperanzae e A. galeata (LOPES; BOLZANI, 1988), e 6-p-acido
hidroxicopélico. De acordo com Kuo (KUO; LI; WU; MEDICINE, 2012) as espécies de
Aristolochia sdo fontes ricas de diterpendides caurano, eles identificaram oito
diterpendides caurano nas espécies A. constricta, A. elegans e A. pubescens.

O acido copalico tem grande potencial como demonstrado no trabalho de Matos
(MATOS; MAHONEY; CHAN; DAY et al., 2015) onde os autores avaliaram o desse
composto que mostrou resultados promissores para a inibicdo da Mycobacterium
tuberculosis. Em De Souza (DE SOUZA; LEANDRO; DA SILVA MORAES; ABRAO
et al., 2018) o &cido copalico apresentou atividade antibacteriana in vitro e um potencial
agente inibidor de biofilme contra as bactérias anaerdbias Peptostreptococcus anaerobius
e Actinomyces naeslundii.

Uma substancia interessante pelo seu potencial farmacéutico foi a alantéina, 5-
ureida-hidantoina, identificada em F1 e F2, descrito na literatura como tendo atividades,
entre elas: cicatrizante, hidratante, analgésico e atividade queratolitica. Por todos esses
relatos, a alantoina tem sido utilizada em preparacGes cosméticas e farmacéuticas ha mais
de anos com diferentes finalidades terapéuticas e principalmente como potenciador da
cicatrizacdo de feridas (BUTTCHEVITZ, 2018; GUS' KOV; KLETSKII; KORNIENKO;
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OLEKHNOVICH et al., 2002; GUS' KOV; SHKURAT; MILYUTINA; PROKOF'EV et
al., 2001; LOOTS; JOUBERT, 1979; PEREIRA; AVILA; DO CARMO; SIQUEIRA et
al., 2018; SHESTOPALOV; SHKURAT; MIKASHINOVICH; KRYZHANOVSKAYA
et al., 2006). Aradjo (ARAUJO; GRABE-GUIMARAES; MOSQUEIRA; CARNEIRO
et al., 2010) avaliou e caracterizou o perfil cicatricial induzido pela alantoina, onde ele
mostrou pela primeira vez a eficacia na cicatrizacdo induzida pela alantoina em ratos,
demonstrando  que essa substancia é capaz de melhorar e acelerar o processo de
reconstituicéo da pele.

Na parte da analise quimica observamos que dos diferentes compostos
identificados, como destacado na Tab.7, alguns estavam presentes, ausentes,
apresentavam apenas tracos ou eram substancias majoritarias nas Formas 1, 2 e 3, sendo
essas diferencas vistas em 20 compostos, sendo eles: Acido Colavénico (1), Acido
Copélico (2), Dissacarideo (Hexose-hexose) (3), Alantoina (4), N-Metilfibrecisina (9),
8-Hidroxi-1,2-metilenodioxiaporfina-N-6xido (11), Loliolide (12), N-Metilushinsunina
ou N-Metilsteporfina (13), N-Metilayuthianine ou seu isémero 4-hidroxi (14),
Anononamina ou N,N-Dimetilcaaverina (15), Acido 3-[(3-metoxi-4-hidroxifenil)metil]-
4-hidroxi-2-[(3,4-metilenodioxifenil)metil]-butan-1-6ico  (17), Acido 2,3-[bis(3,4-
metilenodioxifenil)metil)]-butan-1-6ico  (19), 3',4'-Dimetoxi-3,4-metilenodioxi-7,9'-
epoxilignan-7'-ol  (20), Epimeros interconversiveis de trans-cubebina: a-
cubebina(20a)+p-cubebina(20b) (21), Kusunoquinina (22), Hinoquinina (23), Acido 2-
oxocolavénico (24), Acido 2-oxo-3-cleroden-15-6ico (25), Acido 8p-hidroxi-labd-13(E)-
en-15-6ico (26), Acido 8p-hidroxi-labdan-15-6ico (27).

Demonstrando que os metabolitos secundarios produzidos pelos individuos das
trés Formas (F1, F2 e F3) variam em sua concentracdo ou até mesmo na presenca do
composto. Inimeras podem ser as razdes pela qual um metabolito secundério se encontra
em maior concentracdo numa populacdo do que em outra, porém como objetivo desse
trabalho podemos concluir que as Formas de A. gibertii apresentam uma grande variacao,
entre si, em relacdo a quimica de seus individuos, mesmo sendo cultivados em condi¢des
semi-controlodas, num determinada espacgo delimitado. Mostrando que, quando falamos
de constancia de producédo de metabolitos, ndo apenas fatores abidticos devem ser levados
em consideracdo dentro de uma espécie, para a producdo de bioprodutos e afins por
exemplo, mas também as diferencas genéticas e de adaptacéo que cada populagédo tem em

resposta as suas respectivas regides geograficas, e condicdes ambientais, para que
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qualquer trabalho feito no ramo de produtos naturais tenha maior replicabilidade e assim
se tornem mais exequiveis na area da experimentacao.

Na literatura encontramos inumeros trabalhos de pesquisa usando esses
compostos como propostas para 0s mais variados produtos com resultados extremamente
promissores, como descritos acima, entdo a compressdao cada vez mais aprofunda em
relacdo, ndo somente a espécie que se busca trabalhar, mas aos individuos e suas

respectivas populacdes, se torna cada vez mais necessario.
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Tabela 7. Relacdo comparativa dos compostos quimicos entre as formas de A. gibertii.

Compostos Quimicos Formas de Aristolochia gibertii
F1 (Mato Grosso) F2 (Selviria)
\ Presente

F3 (Dourados)

1 - Acido Colavénico

2- Acido Copalico

3- Dissacarideo (Hexose- Presente Presente
hexose)

4 - Alantoina Presente _
5 - Trigonelina Presente Presente Presente
6- Magnocurarina Presente Presente Presente
7- N-Metilcoridino © ou Presente Presente Presente
Menisperina

8- Anononamina ou N,N- Presente Presente Presente
Dimetilcaaverina ©

9 - N-Metilfibrecisina | Presente (trago) | Presente Presente
10- O-Nornuciferina-N-6xido Presente Presente Presente
(N-Metilassimilobina-N-6xido)

11- 8-Hidroxi-1,2- ‘ Presente Presente
metilenodioxiaporfina-N-6xido

12 - Loliolide \ Presente Presente
13 - N-Metilushinsunina ou N- Presente Presente
Metilsteporfina QQ

14 - N-MetilayuthianineQ ou ‘ Presente Presente
seu isdmero 4-hidroxiQ

15- Anononamina ou N,N- ‘ Presente Presente
DimetilcaaverinaQ

16 - Aporeina-N-oxidoQ Presente Presente
17 - acido 3-[(3-metoxi-4- Presente Presente
hidroxifenil)metil]-4-hidroxi-2-

[(3,4-metilenodioxifenil)metil]-

butan-1-06ico

18 - &cido 3-[(3,4- Presente Presente Presente
dimetoxifenil)metil]-4-hidroxi-

2-[(3,4-

metilenodioxifenil)metil]-

butan-1-6icoQ

19 - 4cido 2,3-[bis(3,4- Presente Presente
metilenodioxifenil)metil)]-

butan-1-o6ico

20 - 3'.4'-Dimetoxi-3,4- Presente

metilenodioxi-7,9'-epoxilignan-

7'-ol

21 - Epimeros interconversiveis Presente Presente

de trans-cubebina: a-
cubebina(20a)+f-
cubebina(20b) ®

22 - Kusunoguinina Presente | Presente (majoritaria) |

23 - Hinoguinina \ Presente Presente
24 - Acido 2-oxocolavénico \ Presente Presente
25 - Acido 2-oxo-3-clerodeno- ‘ Presente Presente
15-6ico

26 - Acido 8p-hidroxi-labd- ‘ Presente Presente
13(E)-en-15-6ico

27 - Acido 8p-hidroxi-labdan-

‘ Presente Presente
15-6ico
40 composto foi encontrado em concentragdo mais baixa do que na(s) outra(s) amostra(s)




Tabela 8. Constituintes quimicos encontrados nos extratos E1 a E6 por meio de anélises UHPLC-ESI-MS/MS.
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N°, tr (Min) FM Moléculas ionizadas e fragmentos de ions selecionados (m/z) Anotacdo ou identificacdo (**) Amostras
MS Erro MS Erro MS? [+ (#) e - (*) modos]
3 0,769 C12H2011 365,1061 +0,3 387,1141 +0,6 #365,11 — 203,05; 185,04; Dissacarideo (Hexose-hexose) E4*, E5, E6
[M+Na]* [M+HCO;]~ *387,11 — 341,11; 179,06;
161,05; 149,04; 143,03;
131,03; 119,03; 113,02;
101,02; 89,02; 71,01
4 0,820 CsHsN4O3 159,0519 -0,5 #159,05 — 131,06; 116,05; Alantoina E44, E5
[M+H]* 99,02; 88,05; 73,04
5 0,824 C7HINO> 138,0551 -2,9 #94,07; 92,05 ** Trigonelina ® E4, E5, E6
[M+H]"
6 4,243 CigH2uNO;  314,1753 [M]* -1,0 #314,18 — 269,12; 237,09; Magnocurarina E4, E5, E6
209,09; 192,10; 175,08;
107,05
7 5,488 CnHxNO,  356,1862 [M]* 0,0 #356,19 — 311,13; 296,10; N-Metilcoridino ¢ ou E4, E5, E6
265,08; 279,10; 237,09; Menisperina
219,08
8 5,644 CigH2oNO,  296,1651 [M]* 0,0 #296,16 — 281,14; 265,12; Anononamina ou N,N- E4, E5, E6
251,11; 236,08; 219,08; Dimetilcaaverina ©
191,09
9 5,747 CigHoNO3;  310,1442 [M]* -0,4 #310,14 — 265,09; 235,08; N-Metilfibrecisina ¢ E4(Ta®) E5, E6
219,08; 207,08
10 5,904 Ci1gH1sNOz  298,1439 -1,4 #298,14 — 251,11; 219,08; O-Nornuciferina-N-6xido (N- El; E2; E3
[M+H]* 191,09 Metilassimilobina-N-6xido)
11 6,008 CigHi7NOs  312,1231 -1,6 #312,12 — 265,09; 252,08; 8-Hidroxi-1,2- E1% E2; E3
[M+H]* 251,07; 235,08; 207,08 metilenodioxiaporfina-N-6xido
12 6,008 C11H1603 197,1177 -0,4 #197,12 — 179,11, 161,10; Loliolide E2, E3
[M+H]* 151,11; 135,12; 133,10;
119,08; 107,09; 91,05
13 6,162 C19HoNO3z  310,1446 [M]* +0,9 #310,14 — 292,13; 276,10; N-Metilushinsunina ou N- E4*, E5, E6

265,08; 262,12; 247,08;
217,06

Metilsteporfina QQ



14

15

16

17

18

19

20

21

6,398
6,888
7,045

7,408

8,134

8,702

9,118

C20H22NO4
C19H22NO;
C1gH17NO3

CaoH2207

C21H2407

C20H2007

C21H2406

9,693-10,10  Cz0H2006

340,1548 [M]*
296,1648 [M]*

296,1286
[M+H]"

411,1422
[M+Na]*

395,1465
[M+Na]*

321,1126
[M+H-2H,0]*

+0,6

1,4

373,1296 [M-H]"

387,1461 [M-H]

371,1142 [M-H]

+4,4

+3,0

#296,16 — 251,11; 236,08;
219,08; 208,09; 191,09
#249,09; 236,08; 219,08;
191,09

*373,13 — 355,12; 329,14;
314,12; 311,13; 299,13;
284,10; 281,12; 269,12,
261,15; 217,05; 191,07,
163,08; 137,06; 135,05;
133,03

#371,15 — 353,14, 335,13,;
321,11, 303,10; 293,12;
263,11; 177,09; 151,08;
135,04; 121,06; *387,15 —
369,13; 341,14, 217,05;
191,07; 179,07; 163,08;
149,06, 136,05; 135,04,
107,05

*371,11 — 353,10; 327,12,
325,11; 323,09; 309,11;
297,11, 279,10; 267,10;
217,05; 191,07; 135,04,
107,05

#355,15 — 337,14, 233,12,
215,11, 205,12; 151,08;
135,04, 337,14 — 322,12;
307,13; 201,09; 279,14,
177,09; 165,09; 161,06;
149,06

#321,11 — 306,09; 291,10;
276,08; 263,11, 261,09;
233,10; 185,06; 173,06;
161,06, 149,06; 143,05;
135,04; 131,05; 103,05

N-MetilayuthianineQ ou seu
isdbmero 4-hidroxiQ
Anononamina ou N,N-
DimetilcaaverinaQ
Aporeina-N-6xidoQ

acido 3-[(3-metoxi-4-
hidroxifenil)metil]-4-hidroxi-2-
[(3,4-metilenodioxifenil)metil]-
butan-1-6ico

acido 3-[(3,4-
dimetoxifenil)metil]-4-hidroxi-
2-[(3,4-
metilenodioxifenil)metil]-butan-
1-6icoQ

acido 2,3-[bis(3,4-
metilenodioxifenil)metil)]-
butan-1-06ico

3'.4'-Dimetoxi-3,4-
metilenodioxi-7,9'-epoxilignan-
7-lo

**Epimeros interconversiveis
de trans-cubebina: o-

cubebina(20a)+p-cubebina(20b)
$
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E4%, E5, E6
E4%, E5, E6
El; E2; E3

E4(Trace); E5; E6

E4, E5, E6

E4%, E5, E6

E1l; E2%; E3A

E1%; E2; E3



22

23

24

25

26

27

10,11

10,73

10,99

11,20

12,91

12,80 (E2)
ou 13,12
(E3)

C21H2206

Ca0H1806

Ca0H3003

CaH3203

Ca20H3403

Ca0H3603

371,1498
[M+H]"

355,1180
[M+H]"

341,2096
[M+Na]*

321,2431
[M+H]*

305,2481
[M+H-H,0]*

307,2640
[M+H-H,0]*

+0,9

+1,0

+0,4

0,0

+1,0

317,2129 [M-H]

319,2285 [M-H]"

321,2438 [M-H]

323,2599 [M-H]"

+3,9

+3,7

+2,6

+4,0

#371,15 — 353,14; 335,13;
321,11, 303,10; 293,12;
263,11; 177,09; 151,08;
135,04; 121,06

#355,12 — 337,11, 319,10;
289,09; 279,10; 261,009;
231,08; 173,06; 161,06;
149,06; 135,04, 131,05
*317,21 — 299,20, 273,22,
271,21, 257,19; 231,18;
205,16; 203,14; 189,13,;
177,13; 173,10; 163,11,
149,10; 121,07

*319,23 — 301,22; 275,24;
273,22; 259,21, 257,19;
233,19; 231,18; 205,16;
203,14, 189,13; 121,07, 95,05;
83,05

*321,24 — 277,25, 261,22,
245,19; 205,16; 193,16;
177,13; 161,10; 125,10; 99,04
*323,26 — 307,23; 305,25;
279,27, 263,24, 261,22,
247,21, 231,17, 177,13,
127,11

**Kusunoquinina®

Hinoquinina

**Acido 2-oxocolavénico®

Acido 2-oxo-3-clerodeno-15-
oico

**Acido 8B-hidroxi-labd-13(E)-
en-15-6ico®

**Acido 8B-hidroxi-labdan-15-
bico®
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El; E2; E3

E2; E3

E1(Te09); E2; E3

E2; E3

E2,E3

E2,E3

*Proposta confirmada por dados de *C (parcial ou total) e/ou comparacdo do perfil de fragmentacdo obtido com o de uma amostra auténtica. 2 O composto foi encontrado em
concentracdo mais baixa do que na(s) outra(s) amostra(s). ©* Composto ndo descrito anteriormente. (Trago)=Quantidade de rastreamento. ** Composto ndo descrito como produto
natural. O tempo de retencéo de 12 em E2 e E3 diferiu, embora os espectros MS2 observados para 12 em ambas as amostras fossem idénticos, sugerindo um provavel efeito de matriz
ou a ocorréncia de epimeros diferentes (em C-13) em E2 e E3.
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Figura 14. Cromatograma com correc¢do de linha de base de varredura completa (CLBs)
dos extratos E1 a E3 no modo ESI positivo. a) CLB de E1, b) CLB de E2, c) CLB de E3,

e d) sobreposicdo dos CLBs de E1 a E3.
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Figura 15. Cromatograma com correc¢do de linha de base de varredura completa (CLBs)
dos extratos E1 a E3 no modo ESI negativo. a) CLB de E1, b) CLB de E2, c) CLB de E3,
e d) sobreposicdo dos CLBs de E1 a E3.
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Figura 16. Cromatograma com correc¢do de linha de base de varredura completa (CLBs)
dos extratos E4 a E6 no modo ESI positivo. a) CLB de E4, b) CLB de E5, c) CLB de E6,
e d) sobreposicédo dos CLBs de E4 a E6.
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Figura 17. Cromatograma com correcao de linha de base de varredura completa (CLB’s)
dos extratos E4 a E6 no modo ESI negativo. a) CLB de E4, b) CLB de ES5, c) CLB de EG,
e d) sobreposicdo dos CLB’s de E4 a E6.
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6 Consideracodes Finais

No presente estudo, a morfologia demonstrou algumas diferencas conspicuas
entre as formas de A.gibertii estudas, demonstrando que apesar desses individuos
pertencerem a uma mesma espécie, suas flores possuem medidas distintas, um destaque
sendo o comprimento do labio superior que em F2 é bem maior, tanto visualmente, quanto
em centimetros, em relacdo a F1, que se aproxima mais, e F3 mais distante.

Em relacdo a anatomia F1 apresentou caracteristicas mais distintas das demais
formas, apresentando cristais como drusas e dipiramides quadradas alongadas e muito
alongadas organizadas em linhas na face abaxial da epiderme das folhas, anel
esclerenquimatico e cristais de oxalato de célcio na nervura central, e caule oval com
cerca de 15 feixes vasculares e contendo dipiramides simples e drusas na medula. Cristais
de dipiramides quadradas alongadas de oxalato de célcio e filhotes na epiderme adaxial e
dipiramides quadradas muito alongadas e filhotes na epiderme abaxial estdo presentes nas
duas formas F1 e F3, exceto na forma F2. Na F2, um conjunto de cristais de oxalato de
calcio, dipiramides simples, dipiramides quadradas alongadas e muito alongadas e drusas
séo encontradas na medula.

As analises genética, assim como as morfoldgicas e anatdmicas, através dos genes
matK e rbcL sustentaram a hipotese de que dentre as formas de A.gibertii, a F1 estd mais
préxima geneticamente de F2 do que de F3, e F2 esta mais proxima de F1 do que de F3.
Sendo F3 (dourados) a que mais se diferencia geneticamente das outras formas.

Na quimica as formas apresentaram compostos majoritarios como em F1 o Acido
Colavénico, na F2 Acido Copélico e na F3 a Kusunoquinina. Sendo que a Kusunoquinina
foi identificada em todas as formas porem em concentragdes menores em F1 e F2, assim
como o Ac. Copalico e o Ac. Colavénico aparece em F1 e F2 (em diferentes
concentragdes), mas em F3 ndo foi observado a presenga.

A analise dos dados demonstra que a Aristolochia gibertii apresenta uma
plasticidade fenotipica bem caracterizada, demonstrada em suas formas (F1, F2 e F3).
Essa plasticidade pode ter sido resultado de uma adaptacdo que estd acontecendo nesses
individuos, por conta da origem geografica e o distanciamento de cada populagéo original
da onde esses individuos foram coletados e estavam adaptados da espécie de A. gibertii,
entre si. Sendo a Forma 1 da regido de Mato Grosso, Forma 2 da regido de Selviria— MS
e a Forma 3 da regido de Dourados -MS, essas populacdes possivelmente tiveram

interacOes distintas em seus ecossistemas de propagacdao, como condic¢fes climéticas,
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herbivoros, polinizadores, nutrientes disponiveis no solo, entre outros fatores, para
promover uma melhor adaptacéao local e perpetuagdo da espécie.

A plasticidade fenotipica estéd intimamente ligada com as interacbes ambientais,
pois é uma resposta adaptativa que o ser vivo tem em resposta ao ambiente que esta
inserido, principalmente se tradando de plantas, seres vivos sesseis, nesse trabalho
observamos que as Formas de A.gibertii apresentaram manifestacdes tanto em sua forma
floral, quanto em sua fisiologia e genética.

No momento atual dessa pesquisa os individuos das Forma 1, Forma 2 e Forma 3
ndo chegaram a promover o surgimento de novas espécies, as alteracdes apresentadas
nesse estudo demonstram apenas as adaptacdes que cada individuo teve em relacdo ao
ambiente diferente de cultivo, a qual sua populacédo original estava adaptada, porém com
0 passar dos anos se esses processos adaptativos aumentaram, talvez possamos observar

a especiacdo dessas Formas no futuro.
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