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PINTO, JANNAINA VELASQUES DA COSTA PINTO. Universidade Federal da
Grande Dourados, Agosto de 2015. Diversidade de populagdes nativas de Schinus
terebinthifolius Raddi e protocolo eficiente para transformacdo mediada por
Agrobacterium sp.Orientadora: Prof® Dr* Maria do Carmo Vieira. Co-orientadores: Prof®
Dr® Alexéia B. Grisélia e Prof Dr Danny Geelen.

Resumo. Desde a insercdo da pimenta rosa (Schinus terebinthifolius Raddi —
Anacardeaceae) dentre as plantas medicinais de interesse para distribuicdo através do
Sistema Unico de Saude, houve um aumento consideravel no nimero de publicactes
com a espécie. A maioria dos trabalhos aborda as propriedades farmacoldgicas de seu
Oleo essencial e extratos, mas uma parcela significativa tem trabalhado também suas
caracteristicas agronémicas e propagativas, incentivando sua inser¢do imediata na cadeia
produtiva da agricultura familiar. Na contramédo desta corrente, pesquisadores do mundo
inteiro tém se mobilizado para controlar a dispersdo dessa espécie invasora listada entre
as cem piores do planeta. Entender seus mecanismos de dispersdo e colonizacdo e
conhecer sua diversidade genética deveria anteceder qualquer programa de
melhoramento e produtividade e evitaria erros ecologicos importantes. Com o objetivo
de se iniciar ampla rede de informacfes da espécie, através do uso padronizado de
marcadores microssatélites disponiveis no GenBank, cinco populacdes nativas de
ecossistemas brasileiros (Cerrado, restinga, floresta ombréfila adensada e floresta
estacional decidual) foram amostradas e estudadas quanto a sua diversidade genética.
Este estudo revelou significativos indices de diferenciacdo, apresentando populagoes
estruturadas e genotipicamente distintas. Mas também possibilitou perceber um
eminente processo de deriva genética e efeito gargalo em populacdo do Cerrado,
atribuida a sua drastica diminuicdo e sua insercdo em area circunvizinha a terras
agricultaveis submetidas a frequente pratica de queimadas. Dando continuidade aos
estudos moleculares, a regido intergénica do cpDNA dessas amostras foram
sequenciadas e alinhadas com sequéncias previamente depositadas e provenientes de
outros paises, possibilitando a identificacdo de polimorfismos intravarietais distinguindo
0s gendtipos e construcao de rede de haplotipos que, curiosamente, revelou um ancestral
comum capaz de elucidar os processos de colonizacdo da espécie inclusive em regibes
temperadas. Como alternativa a continuidade da exploracdo comercial da pimenta rosa,
foi desenvolvido ainda um protocolo para cultivo in vitro de hairy roots, viabilizando a
superexpressdo na espécie e induzindo a rota metabolica de terpenos para uma producao
metabolita uniforme, limpa, predizivel e ambientalmente controlada.

Palavras-chave: pimenta rosa, planta medicinal, genétipos, polimorfismo, haplétipos,
hairy roots, superexpressao
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Abstract. Since the insertion of Brazilian peppertree (Schinus terebinthifolius Raddi -
Anacardiaceae) among the medicinal plants of greater interest for distribution through
the National Health System, there was a considerable increase in the number of
publications with the species. Most of researches concern the pharmacological properties
of the essential oil and leaf extracts, but a considerable number has also worked its
agronomic and propagative characteristics, encouraging the immediate insertion of the
species into the production chain through family farming. Contrary to this current,
researchers worldwide are mobilized to control the spread of this invasive species listed
among the hundred worst of the planet. To understand the dispersal and colonization
mechanisms of the species as to study its genetic diversity should precede any breeding
and productivity programs on the aim to avoid major ecological mistakes. In order to
start a wide sharing platform with the species data, based on the standardized use of
microsatellite markers available on GenBank, five populations native from Brazilian
ecosystems (Cerrado, sandbanks, densely rain forest and deciduous forest) were sampled
and have been analyzed for their genetic diversity. This study revealed significant levels
of differentiation, with structured and genotypically distinct populations. And made it
possible to predict an eminent process of genetic drift and bottleneck through Cerrado
population, probably due to the recent deforestation and insertion of agricultural
practices into surrounding areas as to the annual regimes of fire in this ecosystem.
Proceeding with the molecular studies, intergenic regions from cpDNA were sequenced
and aligned with others disponible on GenBank and original from other countries. The
comparison enabled the identification of intravarietal polymorphisms and helped to
distinguish the genotypes. Moreover a haplotypes network was build and curiously
revealed a common ancestor in the South of Brazil, this information could help us to
elucidate the colonization patterns even into temperate regions. Finally, as a reasonable
alternative to commercial yield of metabolites from Brazilian peppertree, the authors
have developed a protocol for in vitro culture of hairy roots, allowing the
overexpression and metabolic essays on terpenes biosynthesis, in order to achieve a
uniform, clean, predictable and environmentally controlled harvest of metabolites.

Keywords: Brazilian peppertree, medicinal plant, genotypes, polimorphism, haplotypes,
hairy roots, overexpression



INTRODUCAO GERAL

Por suas dimens0es continentais e consequente ocorréncia diversificada de
zonas climéticas e perfis vegetativos, o Brasil faz parte de um seleto grupo de paises que
juntos detém 70% da biodiversidade mundial. Além disso, a flora brasileira é
considerada a mais diversa do planeta, abrangendo cerca de 20% das espécies.
Contando, na atualidade com 46.097 espécies catalogadas, esse patrimonio, se
devidamente explorado, pode desempenhar papel significativo para o desenvolvimento
do pais (CORADIN et al., 2011; REFLORA, 2015)

Dentre as espécies brasileiras hoje conhecidas, em torno de 8% é atribuida
alguma propriedade medicinal. Muito desse conhecimento e identificacdo de espécies
medicinais estd baseado na medicina tradicional e conhecimento etnoboténico de
populacdes indigenas e nativos de amplo relacionamento com a flora local, passado de
geracdo em geracdo (ALMASSY JUNIOR et al., 2010; VASQUEZ et al., 2014).

Na década de 70, uma iniciativa da OMS de reconhecimento a relevancia do
conhecimento etnoboténico e uso de plantas medicinais pela medicina tradicional,
sobretudo em paises em desenvolvimento, criou subsidios e incentivos a seus Estados
membros para a implementacdo de programas nacionais direcionados a catalogacéo,
pesquisa e divulgacdo dessas praticas. Desde entdo, tem-se notado consideravel
expansao na cadeia produtiva de fitoterapicos, assim como também o aumento de sua
aceitacdo inclusive por mercados mais conservadores (CANTER et al., 2005).

No Brasil, o0 Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos foi
criado em 2008, contendo normativas e diretrizes para o desenvolvimento de pesquisas
nas mais diversas linhas de producdo, em busca de efetiva aplicabilidade e insercdo de
plantas medicinais no Sistema Unico de Sadde. Desde entdo, mais de 26 milhdes de
reais foram investidos, especificamente para este setor, com aprovagdo de 66 projetos
até 2014. E mais de 265 artigos foram publicados, isso considerando apenas oS
periddicos nacionais, sobretudo na area de farmacologia das espécies nativas (BRASIL,
2009; CARNEIRO et al., 2014; MS, 2015).



Dentre as espécies de maior interesse de insercdo na cadeia produtiva e
distribuicdo através do SUS estd a pimenta rosa, Schinus terebinthifolius Raddi
(Anacardeaceae), também chamada popularmente de aroeirinha, aroeira pimenteira,
aroeira da praia, erva de passarinho, falsa pimenteira. Arvoreta nativa de Mata Atlantica,
de pequeno a médio porte (3-15 m) e crescimento rapido, pertencente ao grupo das
pioneiras. Em seu habitat, ocorre em populacbes relativamente adensadas, sendo
dificilmente observada a ocorréncia de um exemplar isolado (LORENZI e MATOS,
2008; CARVALHO et al., 2013).

Perene e perenifdlia, sua inflorescéncia é do tipo paniculada terminal, com
flores amarelo-palido, diclinas em funcdo de reducdo do gineceu ou androceu. Em razao
deste dimorfismo, apenas as plantas femininas frutificam, gerando frutos globulares
(drupas) agrupados em cachos, de pericarpo vermelho vivo ou rosa forte, brilhantes e
frageis (CESARIO e GAGLIONE, 2008; PINTO, 2012).

A pimenta rosa é amplamente utilizada pelos povos tradicionais devido a
suas propriedades adstringentes, antidiarréicas, anti-inflamatorias, depurativas,
diuréticas e febrifugas. Seu uso fora reportado na primeira edicdo da Farmacopéia
Brasileira, em 1926. E, recentemente, pesquisas realizadas com acessos de todo o globo
tém comprovado as propriedades farmacoldgicas de seu éleo essencial, reacendendo o
interesse da industria farmacéutica (DEGASPARI et al., 2005; RIBAS et al., 2006; EL-
MASSRY et al., 2009; BENDAOUD et al., 2010; FORMAGIO et al., 2011; MATSUO et al.,
2011; CARVALHO et al., 2013).

Os resultados positivos de suas prospeccfes vém ocasionando também certa
euforia dentro do setor produtivo, com recomendacdes para sua inser¢do na agricultura
familiar e mesmo recuperacéo de areas degradadas com a espécie. E bem verdade que
sua producdo planejada evitaria a exploracdo extrativista. No entanto, € preciso
considerar um outro aspecto importante da pimenta rosa, que a tornou mundialmente
conhecida, além de suas propriedades medicinais. A espécie esta na relacdo das cem
piores invasoras do globo terrestre, dispersa em praticamente todos 0s continentes,
colonizando diferentes ecossistemas e colocando em risco a flora nativa desses locais. E,
apesar de tantas recomendacdes agrondmicas ao seu plantio no Brasil, a pesquisa

cientifica de outros paises esta muito mais mobilizada em cessar sua disperséo (JOSE et



al.; 2005; WILLIAMS et al., 2007; MUKHERJEE et al., 2012; ISSG, 2013; SOUZA et
al., 2014).

Diante desse impasse, € relevante afirmar que estamos pulando importantes
passos envolvendo estudos de caracterizacdo ecoldgica da espécie, antes de inseri-la em
programas de melhoramento e produgdo agricola. Entender seus mecanismos de
adaptacdo, evolucgdo e sobrevivéncia, conhecer a diversidade genética entre e dentro das
populacgdes, elucidar sua estrutura dispersiva e colonizacdo, sdo fatores que devem
anteceder a insercdo na cadeia produtiva para que se evite erros na propagacdo de
espécies invasoras de dificil controle.

O primeiro capitulo desta tese apresenta estudos de diversidade em
populacdes nativas de diferentes ecossistemas brasileiros, uma estratégia de
identificacdo e caracterizacdo de gendtipos, a fim de gerar informacGes relevantes a
serem utilizados por BAGs em processos de conservacao, selecdo e pré-melhoramento.
Além disso, abrimos a proposta de padronizagdo das futuras caracterizacGes genotipicas
da espécie, utilizando marcadores microssatélites disponiveis no GenBank para facilitar
processos de alinhamento, clusters, rede de haplétipos, entre outros. Afinal, apesar da
existéncia de estudos prévios com popula¢fes de pimenta rosa, a op¢do por marcadores
dominantes impossibilita a utilizacdo desses dados em efeito comparativo,
inviabilizando a construcdo de uma rede de informacg6es de amplo acesso (WILLIAMS
etal., 2002; RUAS et al., 2011; SOUZA et al., 2014).

Dessa maneira, no segundo capitulo, é demonstrada a aplicabilidade e
praticidade da padronizacdo do emprego de marcadores moleculares pelos
pesquisadores. Utilizando sequéncias intergénicas da espécie disponiveis no Genbank,
foi realizado o alinhamento entre os acessos deste estudo e outros coletados em
diferentes paises, possibilitando a deteccdo de polimorfismos intravarietais
diferenciando as populagdes, assim como a construcdo de uma rede de haplotipos
revelando um ancestral comum que pode responder a alguns questionamentos sobre o
processo dispersivo e colonizador da pimenta rosa (WILLIAMS et al., 2007,
MUKHERJEE et al., 2012).

Finalmente, diante de tantos questionamentos em relacdo aos riscos ecoldgicos de se

propagar uma espécie invasora, no capitulo trés é apresentada uma alternativa a



continuidade da exploracdo comercial da espécie através do cultivo in vitro de hairy
roots. Uma oportunidade de se atingir um produto final de altissima qualidade e
uniformidade para ser destinado a industria farmacéutica, ambientalmente controlado em
camaras de crescimento, aumentando a predictabilidade e uniformidade na producéao de
metabdlitos secundarios. Para viabilizar esse procedimento, foi desenvolvido um
protocolo de transformagdo mediada por Agrobacterium rhizogenes, através da
agroinfiltracdo de folhas jovens da espécie e que também possibilitou a selecdo de uma
linhagem elite para propagacdo in vitro. Esse protocolo poderd ser amplamente
empregue na superexpressdo e inducdo de rotas metabolicas para producéo de terpenos e
otimizara a rotina laboratorial, pela praticidade de procedimentos e alta frequéncia de
resultados (RAO e RAVISHANKA, 2002; KARUPPUSAMY, 2009).
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DIVERSIDADE DE POPULACOES DE Schinus terebinthifolius Raddi
NATIVAS EM ECOSSISTEMAS BRASILEIROS, BASEADO EM
LOCOS MICROSSATELITE

RESUMO: A pimenta rosa (Schinus terebinthifolius Raddi) é uma planta medicinal de
consideravel ecoplasticidade e sua coleta extrativista é a principal forma de obtencao de
matéria-prima para a industria farmacéutica, resultando em variacdo significativa na
composi¢do e dificil padronizacdo dos fitoterapicos. Considerando a eminente
necessidade de caracterizacdo e selecdo de gendtipos que atendam a expansao da cadeia
produtiva e viabilizem um programa pré-melhoramento da espécie, foram utilizados sete
marcadores disponiveis no Genbank e avaliada sua aplicabilidade em estudos de
diversidade e variacdo inter e intrapopulacGes nativas do Cerrado (CER), Restinga
(RES), Floresta ombrofila densa (FOD) e estacional semidecidual (FES). Os sete loci
empregados foram polimdrficos, apresentando em média de oito alelos cada,
demonstrando também eficacia na analise de estrutura genética e diversidade das
populacBes. A andlise da estrutura populacional revelou diferenca entre populacdes de
37,72% e indices de fixacdo significativos. Todas as populagdes estudadas apresentaram
altos indices de diversidade genética. A populacédo representativa do CER apresentou 0s
menores indices de riqueza alélica (2,43) e alelos por locus (2,43 +0,98), possivel
evidéncia de efeito gargalo considerando sua inser¢do em 4rea circunvizinha a terras
pastoris e agricultaveis submetidas a frequente pratica de queimadas. O estudo de
proporcOes e analise Bayesiana revelam estreita similaridade entre acessos coletados na
RES (Vera Cruz-BA) e FES (Santa Maria-RS) e entre CER (Dourados-MS) e RES
(Caira-BA), comprovando que os padrées de distribuicdo da espécie ndo se enquadram

dentro do isolamento por distancia.

Palavras-chave planta medicinal, pimenta rosa, genética de populacdes, genotipos, pré-

melhoramento
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POPULATION DIVERSITY OF Schinus terebinthifolius Raddi NATIVE FROM
BRAZILIAN ECOSYSTEMS, BASED ON MICROSATELLITE LOCI

ABSTRACT: Brazilian peppertree (Schinus terebinthifolius Raddi) is a medicinal plant
widely distributed throughout Brazilian ecosystems. Its extractive exploitation is the
main route to supply of raw material for the industries which results on significant
variation of compounds and difficult standardization of herbal medicines. To assure an
increasing expansion of this productive chain it’s crucial to start by studying population
diversity, their naturally occurring ecosystems and choosing genotypes to enable pre-
breeding programs of the species. Therefore we used SSR markers available on
GenBank and evaluated its applicability on studies of diversity inter and intrapopulations
native from Cerrado (CER), sandbanks (RES), dense rain forest (FOD) and semi-
deciduous forest (FES). The seven loci were polymorphic with an average of 8 alleles
each and showed effectiveness during studies on genetic structure and diversity of native
populations. Analysis on population structure revealed differences among populations
(37.72%) and significant fixation rates. All studied populations showed high levels of
genetic diversity. The population from CER showed the lowest allelic richness (2.43)
and alleles per locus (2.43 + 0.98), a possible evidence of bottleneck effect if we
consider it’s surrounded by pastoral and agricultural land subject to annual fire regimes.
Pairwise studies and Bayesian analysis reveals close similarity between populations
from RES (Vera Cruz-BA) and FES (Santa Maria-RS) and between CER (Dourados-
MS) and RES (Caird-BA), proving that the patterns of distribution for the species do not

follow the isolation by distance.

Keywords medicinal plant, Brazilian peppertree, population genetics, genotypes, pre-
breeding
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1. INTRODUCAO

Schinus terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae), comumente conhecida como
pimenta rosa (pink pepper), pimenta brasileira (Brazilian pepper), falsa pimenteira (faux
poivrier), é uma espécie nativa de Mata Atlantica e de consideravel ecoplasticidade. No
Brasil, é observavel em ecossistemas de restinga ao sul de Pernambuco a florestas semi-
deciduais de altitude no Rio Grande do Sul. Arvoreta perene, medindo de 3 a 7 m,
adquire caracteristicas de pioneira em areas degradadas com rapido e agressivo
desenvolvimento, impedindo a regeneracdo de outras espécies. Apresenta dispersdo por
praticamente todos os continentes, colonizando areas de agricultura abandonadas,
florestas degradadas, regiGes costeiras, areas inundadas, zonas riparinas, o0 que
influenciou sua classificacdo entre as 100 piores espécies invasoras do planeta (CUDA
et al., 2004; WILLIAMS et al., 2007; LORENZI, 2008; ISSG, 2013).

Por outro lado, a pimenta rosa € reconhecida por suas propriedades
medicinais. A casca, as folhas e frutos sdo amplamente utilizados na medicina
tradicional como anti-inflamatério, antipirético, analgésico e agente depurativo
(CARVALHO et al., 2013).

Nos ultimos anos, um consideravel nimero de estudos farmacoldgicos vém
comprovando sua atividade antimicrobiana, antioxidante e antitumoral, de maneira a
encorajar 0 Ministério da Saude no Brasil a inclui-la dentre as espécies de potencial
terapéutico a serem distribuidas pelo Sistema Unico de Saude — SUS (DI STASI et al.,
2002; AMORIM, 2003; DEGASPARI et al., 2005; RIBAS et al., 2006; BRASIL, 2009; EL-
MASSRY et al., 2009; BENDAOUD et al., 2010; FORMAGIO et al., 2011; MATSUO et al.,
2011).

No entanto, as mesmas prospecc¢des realizadas com extratos e 6leo essencial
da espécie tém apresentado variacdes significativas em sua composicdo, levando a
separacdo de quimiotipos com diferencas inclusive farmacologicas. Este fenémeno leva
a reflexdo de uma eminente necessidade de caracterizacdo e selecdo de genoOtipos que
atendam a expansdo da cadeia produtiva e viabilizem um programa pré-melhoramento
da espécie antes de sua inser¢do no mercado. Para agilizar esta etapa do conhecimento, o
uso de marcadores moleculares apresenta-se como ferramenta mais adequada aos

estudos de diversidade genética e, nesse sentido, o uso de microssatelites vem
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substituindo rapidamente outros marcadores devido a sua simplicidade, baixo custo, alta
reprodutibilidade, grande poder de resolucdo, requerendo pequena quantidade de DNA
(CAIXETA etal., 2009; GUNDIDZA et al., 2009; ).

Além disso, os marcadores do tipo microssatelites possuem caracteristicas
consideradas desejaveis em estudos de genética de populaces, como o alto nivel de
polimorfismo e heranga codominante que permite a distingdo entre homozigotos e
heterozigotos. As sequéncias de DNA que flanqueiam microssatélites sdo conservadas,
permitindo a selecdo de primers para a sua amplificacdo a analise de polimorfismo é
baseada nas diferencas de comprimento das sequéncias devido a diferenca no nimero de
motivos repetidos. A variabilidade e taxa de mutacdo elevada desses marcadores os
torna particularmente Uteis para estimar os niveis de diversidade genética em populac6es
naturais (ELLEGREN, 2004; ARANGUREN-MENDEZ et al., 2005; OLIVEIRA et al.,
2006; VALI et al., 2008).

Alguns estudos prévios de diversidade e estrutura espacial foram realizados
com populacdes distintas da pimenta rosa. Williams et al. (2005) observaram a
ocorréncia de maior diversidade genética entre exemplares nativos do Brasil e
Argentina, mas também relataram a predominancia de déficits de heterozigose nas
populagdes nativas e forte estruturacdo das mesmas, resultando em aumentos na
diferenciacédo e isolamento por distancia entre essas populagdes. Por outro lado, estudos
com populacdes nativas de regies riparinas das regides Sul e Nordeste do Brasil
levaram os autores a conclusdes distintas sobre padrbes de distribuicdo da espécie
devido a menores taxas de diversidade encontradas, mas € preciso ressaltar que nesses
trabalhos foram utilizaram marcadores dominantes ISSR (RUAS et al., 2011; SOUZA et
al., 2014).

Ainda existem muitas lacunas relacionadas as caracteristicas de distribuicdo
e dispersdo da espeécie, sobretudo porque os grupos amostrais em trabalhos anteriores
foram sempre restritos a uma pequena regido ecogeografica. Estudar as diversidade entre
acessos de ecossistemas distintos é crucial para compreender 0s mecanismos de
adaptacdo e processos de fragmentacdo que levariam & distincdo de genotipos, antes

mesmo da selecdo de caracteristicas fenotipicas para programas de melhoramento.
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Neste sentido, o conjunto de objetivos aqui propostos sdo: 1) avaliar a
aplicabilidade de marcadores microssatélites disponiveis no Genbank para estudos de
diversidade em populacdes nativas de diferente ecossistemas brasileiros; 2) determinar
os indices de variacdo inter e intrapopulacionais; 3) fornecer material propagativo e
informagdes relevantes a conservacdo de gendtipos em bancos de germoplasma; 4)
contribuir com a identificacdo e selecdo de gendtipos para sua insercdo na cadeia

produtiva e programas de prée-melhoramento.

2. MATERIAL E METODOS

Material vegetal e extracdo de DNA

Foliolos frescos e saudaveis de acessos nativos de pimenta rosa foram coletados
aleatoriamente em plantas de cinco diferentes regiGes do Brasil (Tabela 1, Figura 1), a
fim de representar diferentes grupos ecogeograficos para estudos de diversidade.
Excicatas de acessos coletados em Vera Cruz — BA, Caird — BA, Sdo Mateus — ES,
Santa Maria — RS e Dourados - MS foram depositadas no Herbario da UFGD (DDMS
4872, 4873, 4874, 4875 e 4876, respectivamente).

Tabela 1. Populagdes de pimento rosa (S. terebinthifolius) nativas em ecossistemas
brasileiros analisadas com base em locos microssatélites. UFGD,

Laboratorio de Plantas Medicinais, 2014.

G Origem Ecossistema Latitude Longitude  Altitude Clima IP TeC
S 0] (m) (mm)

ES Séo Mateus FOD 18°43°00”  39°51°31” 38 Aw 1313 24.1
ES

SM Santa Maria FED 29°41°02”  53°48°25” 151 Cfa 1617 18.8
RS

ITA Vera Cruz Restinga 12°57°32" 38°36'16” 13 As 1874 25.1
BA

MSP  Cairl Restinga 13°23°22” 38°54°36” 19 Af 2151 25.3
BA

DDO Dourados Cerrado 22°13°15”  54°48°21” 430 Cw 1400 23.6
MS

*G Gendtipo, BA Bahia, ES Espirito Santo, MS Mato Grosso do Sul, RS Rio Grande do Sul. FOD

Floresta ombréfila densa FED Floresta estacional decidual IP indice Pluviométrico
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Dominio Mata Atlantica

I Floresta Ombrdfila Densa

10 Floresta Ombrdfila Aberta
Floresta Ombréfila Mista

B Floresta Estacional Decidual

[ Floresta Estacional Semidecidual

Il Formagoes Pioneiras (restinga,

manguezal, campo solino,vegetacao
com influéncia e fluvial ou lecuctre)

Campos de Altitude, encraves de
cenado, zonas de tensdo ecoldgica

Figura 1. Distribuicdo das populacGes de pimenta rosa estudadas em diferentes
ecossistemas brasileiros, todos inseridos em bioma Dominio Mata Atlantica. Genotipos
ES Sdo Mateus-ES, SM Santa Maria-RS, ITA Vera Cruz—BA, MSP Cair(-BA, DDO
Dourados—MS. UFGD, Laboratério de Plantas Medicinais, 2014. (Mapa Fisionomias
Vegetais Originais. Fonte: INPE, http://mapas.sosma.org.br/).

Apos coleta, o material foi esterilizado em solugdo de NaCIlO ( 3%) durante 5 minutos,
enxaguado, secado, ensacado e estocado a 4°C, aguardando maceracdo em nitrogénio
liguido. O DNA genbmico foi extraido de tecido foliar utilizando protocolo CTAB,

descrito por Doyle e Doyle (1990).
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Microssateélites

As reacOes de amplificacdo foram realizadas utilizando sete microssatélites
adaptados de Williams et al., 2002 (StAAT1, StAATY, StAAT16, StAAT17, StAAT25,
StAAT47, StAATS5), no sistema multiplex com dois marcadores por reacao (Tabela 2).

O volume final de cada reacdo foi de 25 ul, contendo: 4,5 ul de agua
ultrapura, 12,5 ul de master mix para PCR (Thermo Scientific®), 1,0 ul de cada primer,
2U de Tropica Tag DNA Polimerase (Thermo Scientific®) e 2,3 pl de DNA (25-30 ng
u).

As reagbes foram acondicionadas em termociclador (BioRad®) com
programacéo para desnaturacao inicial a 94°C durante 2 minutos, seguido de 30 ciclos a
94°C for 30 segundos, temperatura de anelamento a 50°C por 30 segundos e extensdo a
72°C por 30 segundos. Ao final de 30 ciclos, foi realizada uma etapa de polimerizacao a
72 °C por 10 minutos.

Apo6s PCR, os produtos de amplificacdo foram aliquotados (5 uL) e
separados por eletroforese em gel de poliacrilamida 6% submetido a diferenca de
potencial a 70W por 2 horas. Marcadores de massa molecular de 10pb (Thermo
Scientific®) foram aliquotados nos fossos das extremidades das placas como referéncia
ao tamanho dos fragmentos das bandas. Apds eletroforese, o gel foi corado com nitrato

de prata.
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Tabela 2. Marcadores polimdrficos utilizados na genotipagem de populac¢des nativas de
pimenta rosa. Loci dos microssatélites, sequéncia dos primers (5’ — 3°),

temperature de anelamento, numero de alelos e numero de depdsito no

GenBank.
Multiplex  Locus Sequéncias 5°-3’ T n° Genbank
(°C) alelos n° de
acesso
StAAT25* ATTTGGAAAATAATAATAATAATA  50° 6 AF404285.1
M1 CGTGCAGAACTTCAATTTTGATTG
StAAT55* AAGGGGTTAAAAAATAATCAAACT  50° 10 AF404289.1
TAATAACTATGTTAGGTTAGATAG
StAAT16" AACAGCCCACCATTTTAACAA 500 7 AF404282.1
M2 TGGGTAGGTGATGCAGTTCTA
StAAT47" CCTCTTAAGGAACTTTTTATTATT 500 4 AF404287.1
TTGCTTTTCATTTGTTTATCTTAC
StAAT17* TTGGGTTAAATTGGTAGGTGTAAT 500 7 AF404283.1
M3 AGGGGAAATGAAATCATCCTTATT
StAAT9*  ATTTGGTGAATAGGAGATGTTTTA 500 7 AF404280.1
ATTGAAATGTTTGGTTCATAGATA
StAAT1* AAGGGTGAGAATCTGAAATTTA 500 12 AF404279.1

GGCAAACCCATTAGTGAGTTTA

* Primers redesenhados com base nas sequéncias publicadas em banco de dados do Genbank, adaptadas a
partir de Williams et al., 2002. # Primers desenhados de acordo com Williams et al., 2002.

Anélise de dados

A frequéncia alélica foi estimada através de contagem direta. Os parametros
relacionados a diversidade dos loci foram estimados considerando todos os
microssatélites, em todas as populacdes, utilizando o programa CERVUS 3.0
(KALINOWSKI et al., 2007). Os parametros estimados foram: heterozigoze esperada
(He) e observada (Ho), contetdo de informacédo polimoérfica (PIC) e equilibrio de Hardy-
Weinberg (HWE).

A riqueza alélica (RA) e indices de fixacdo de Wright (Ft, Fis E Fst) foram
calculados com o programa FSTAT, com valores de P ajustados pela corre¢do de
Bonferroni (GOUDET, 2002).

As estruturas populacionais foram avaliadas através da analise de variancia
molecular (AMOVA) utilizando o programa ARLEQUIN (SCHNEIDER et al., 2000),
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revelando a diversidade dentro e entre populacdes. O dendrograma foi construido
considerando anélise dos clusters atraves do método Neighbor-Net com ajuda do
programa SLIPTREE, com base nos calculos de distancia de Reynold (Fst) utilizando
FSTAT.

De acordo com a frequéncia alélica encontrada para cada loci microssatélite,
0s acessos foram agrupados em populacdes e probabilisticamente marcados em grupos
inferidos pela anélise Bayesiana utilizando o programa STRUCTURE (PRITCHARD et
al.,, 2000). Os testes foram realizados considerando modelo misto em relacdo a
frequéncia alélica. Para selecionar o nimero apropriado de populagdes inferidas, foram
realizadas diferentes andlises com k (numero de populacdes) variando de 2 a 6,
considerando 30.000 interacGes (burn-in de 3000) e trés replicacdes independentes para
cada andlise. Os valores reais de K foram inferidos dentro da magnitude de AK e em
funcdo de K, com ajuda do programa Structure Harvester (EARL e VON HOLDT,
2012) seguindo modelo de Evanno et al. (2005).

3. RESULTADOS
A andlise da estrutura populacional revelou diferenca entre populacdes de
37,72% (Tabela 3) e indices de diferenciacao significativos com base no Fst (P<0,001).

Tabela 3. Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) inter e entre populacfes nativas
de pimenta rosa. UFGD, Laboratério de Plantas Medicinais, 2014.

Fonte de variancia GL Variacgéo (%) IF
Interpopulagdes 4 37,72 Fst=0,37717*
Intrapopulagéo 145 62,68

* P <0.001 GL grau de liberdade; IF indice de fixacao.

Os parametros avaliados para a caracterizagdo genotipica dos acessos de
cinco populagdes, baseado em sete loci microssatélites, estdo descritos na Tabela 4. A
populacdo ES (S&o Mateus-ES) apresentou maior namero de alelos por locus (5,14) e
maior riqueza alélica (4,98); no entanto, a maior diversidade foi apresentada pela
populagdo de SM (Santa Maria-RS) (0,53). A populagdo DDO (Dourados-MS)



18

apresentou menor nimero de alelos (2,43) e riqueza alélica (2,43); mas a menor
diversidade genética (0,44) foi observada em MSP (Cairu-BA).

Tabela 4. Caracterizacdo da variabilidade genética entre populag@es nativas de pimento
rosa, baseada em loci microssatélites. UFGD, Laboratorio de Plantas
Medicinais, 2014.

Populagdo N NA Heterozigose RA DG F Loci em
HWE
observada esperada
ES 30 5.14+3.24 052+0.03 064+0.07 498 052 0.184 4
SM 31  4.29+1.25 057+0.03 053+0.08 4.06 0.53 -0.067 3
ITA 26 371+£138 052+0.04 051+004 370 051 -0.022 2
MSP 28 314+£177 039%x004 0431007 310 044 0.114 3
DDO 30 2.43+0.98 058+0.03 046x0.09 243 047 -0.224 4

ES Sdo Mateus-ES; SM Santa Maria-RS; ITA Vera Cruz-BA; MSP Cairi-BA; DDO Dourados-MS; N
numero de acessos; NA numero médio de alelos; RA riqueza alélica; D diversidade genética; F indice de

endogamia; HWE numero de loci em equilibrio de Hardy-Weinberg.

Quando todas as populacdes foram analisadas juntas, todos os loci
microssatélites apresentavam-se dentro do equilibrio Hardy-Weinberg. No entanto, ao se
avaliar as populacdes separadamente, os loci em eqgHW foram: ES (StAATO01, StAATO09,
StAATL17, StAATS5); SM (StAATO1, StAAT16, StAATS5); ITA (StAATOL, StAAT09);
MSP (StAATO01, StAATO09, StAAT17) e DDO (StAATO01l, StAAT16, StAAT17,
StAATS55).

Pela matriz de diferenciacdo entre populagdes, com base nos indices Fst, observou-se
que o maior indice de diferenciacdo foi apresentados pela populacdo de DDO, seguido
por MSP (Tabela 5).
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Tabela 5. Divergéncia genética par a par entre populagdes nativas de pimenta rosa. (ES
— S&0 Mateus; SM — Santa Maria; ITA - Itaparica; MSP — Morro de Séo
Paulo). UFGD, Laboratdrio de Plantas Medicinais, 2014.

ES SM ITA MSP DDO
ES
SM 0.31566
ITA 0.32214 0.16418
MSP 0.44273 0.38543 0.37128
DDO 0.42734 0.43038 0.45056 0.36869

Anélise Neighbor-Net confirma maior proximidade entre as populagdes SM
e ITA, revelando também consideravel distancia entre esta ultima e a de MSP, apesar de

estarem inferidas no mesmo grupo ecogeografico (Figura 2).

SM

ES

DDO

Figura 2. Dendograma Neighbor-Net baseado na distancia de Reynold (Fst) de sete loci
microssatélites. O grafico apresenta as relagdes de proximidade génica entre as cinco
populagdes estudadas. *ES S&o Mateus-ES SM Santa Maria-RS ITA Vera Cruz-BA
MSP Cairu-BA DDO Dourados-MS. UFGD, Laboratério de Plantas Medicinais, 2014.

A Tabela 6 apresenta as proporcoes de cada populagdo estudada associadas
aos cinco grupos inferidos pelo programa STRUCTURE. O Cluster 1 representa a
populacdo de Sdo Mateus-ES Unico grupo a apresentar alocacdo correta de seus

individuos dentro de sua respectiva populagdo com indice de alocagéo de 98,3%.



20

Tabela 6. Numero de individuos (N) por populacéo e associa¢do proporcional de cada
populacdo em cada grupo inferido pelo programa STRUCTURE.
AssociacOes superiors a 0.5 estdo em negrito. UFGD, Laboratorio de Plantas
Medicinais, 2014.

. Inferred clusters
Populations 1 2 3 4 5 N
ES 0.983 0.007 0.004 0.002 0.003 30
SM 0.012 0.057 0.920 0.004 0.006 28
ITA 0.005 0.921 0.065 0.004 0.006 26
MSP 0.003 0.009 0.006 0.018 0.964 28
DDO 0.002 0.003 0.003 0.987 0.005 30

Cluster 1 Sdo Mateus-ES Cluster 2 Santa Maria-RS Cluster 3 Vera Cruz-BA Cluster 4 CairG-BA Cluster 5
Dourados-MS

A estrutura das populacGes foi analisada através do método Bayesiano
utilizando o programa STRUCTURE. O grupamento k = 5 (Figura 3) corresponde ao k
real, seguindo metodologia proposta por Evano (2005), sendo possivel observar
complexos padrbes de miscigenacdo entre as populacGes estudadas apesar da

representacdo de cada populacdo em grupo distinto no diagrama.

1.00
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Figura 3. Grupamento de 142 acessos de cinco populagdes nativas de pimenta rosa,
analisados pelo método Bayesiano através do programa STRUCTURE. Cada individuo é
representado por uma linha vertical dividida em cores, baseado na semelhanca
genotipica em relacdo as populacdes inferidas pelo programa. *1- Sdo Mateus-ES; 2-
Santa Maria-RS; 3- Vera Cruz-BA; 4- Cairu-BA; 5- Dourados-MS. UFGD, Laboratério
de Plantas Medicinais, 2014.
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4. DISCUSSAO

Considerando a caracterizagdo dos microssatélites, todos os sete loci
empregados neste estudo foram polimorficos, apresentando em média de 8 alelos cada
(Tabela 2); assim como todos os acessos resultaram produtos amplificados para os
diferentes loci, comprovando que os primers de Williams et al. (2002) podem ser
aplicados de maneira eficaz na analise de estrutura genética e diversidade de populacoes
nativas de pimenta rosa, independente de sua localizacdo, desde que realizadas as
adaptacdes apresentadas na tabela 2.

Como esperado para uma espécie de polinizagdo cruzada, visto que a dioicia
é uma de suas caracteristicas, os indices de endogamia (Tabela 4) foram baixos, um
indicativo de que mesmo em populacbes de tamanho finito como MSP (coletada na
localidade de Morro de S&o Paulo, Ilha de Caird — BA) os cruzamentos mantém niveis
satisfatorios de aleatoriedade.

A endogamia refere-se a um sistema onde individuos relacionados cruzam a
uma taxa maior do que a esperada, levando a reducdes na heterozigosidade e perdas do
vigor reprodutivo, aumentando os riscos de extingdo. Apesar de a pimenta rosa ser uma
planta colonizadora agressiva, é importante estudar os indices de ocorréncia de
endogamia em populacdes nativas estruturadas da espécie pois, sob o ponto de vista
etnofarmacoldgico, importantes quimiotipos podem ocorrer de maneira enddgena e o
reconhecimento dos padrdes evolutivos da espécie facilitariam a implantacdo de planos
de protecdo aos mesmos (FRANKHAM et al., 2008).

Para as populacdes nativas de Santa Maria-RS (Floresta estacional decidual)
e Dourados-MS (Cerrado), os valores negativos e significativamente diferentes de zero,
nos respectivos indices de endogamia podem revelar um aumento recente na
heterozigosidade. Se for considerado que ambos locais de coleta encontram-se em areas
classificadas recentemente como ‘Zona de Tensdao Ecoldgica’ situadas em interfaces de
diferentes ecossistemas devido a pressfes antropicas (desmatamento, queimadas,
povoamento, etc.), pode-se inferir que esteja ocorrendo um rompimento no isolamento
das populacdes e esta abertura talvez venha facilitando cruzamentos interpopulacionais

proximos devido a ampliacdo do raio de acesso de agentes polinizadores. Esta hipotese
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pode também ser sustentada pelos valores de heterozigose observada (0,57 e 0,58)
superiores aos esperados (0,53 e 0,46, respectivamente).

Todas as cinco populacdes estudadas apresentaram altos indices de
diversidade genética (Tabela 4), demonstrando que sequer o tempo ou pressao antropica
foram suficientes para perturbar seus padrbes de distribuicdo. Possivelmente gracas a
alta densidade espacial e aos mecanismos eficientes de dispersdo de sementes, que
permitiram a espécie intensa troca génica e consequente recombinacdo genotipica,
aumentando seu potencial evolutivo e capacidade de adaptacao.

A populagdo SM apresentou a maior diversidade genética (0,53), no entanto
sem diferencas estatisticas em relagdo aos indices apresentados por ES (0,52) e ITA
(0,51). A maior riqueza alélica (4,98) e numero de alelos por loci (5,14) foram obtidos
pela populacdo ES, coincidentemente regido ecogeografica de maior preservacdo em
comparacao as demais (Floresta ombrdéfila densa). No entanto, essa mesma populacao
também apresentou indice de heterozigosidade esperada (0,64) superior a observada
(0,52), um possivel indicio de aumento recente na endogamia que poderia resultar em
deriva genética e perda de alelos.

Interessantemente, apesar de manter sua diversidade genética (0,47)
equiparavel as outras, a populacdo DDO foi a que apresentou os menores indices de
riqgueza alélica (2,43) e alelos por locus (2,43). Se avaliarmos esses resultados
observando que esta populacdo esta inserida dentro do bioma Cerrado, em area
circunvizinha a terras pastoris e agricultaveis submetidas a frequente préatica de
gueimadas, além da recente expansdo demogréafica, seria relevante considerar a hipétese
de um efeito gargalo eminente, uma vez que a perda do numero médio de alelos por
locus estd intrinsicamente relacionada a deriva genética aleatéria recorrente em
populacdes que tém seu tamanho efetivo reduzido drasticamente. Sob esta 6ética, a
auséncia de grande variacdo a nivel de diversidade desta populacdo comparada as
demais pode ser explicada pelo pequeno nimero de geragdes que transcorreram desde o
inicio da fragmentacdo. Quando uma populacdo nativa é submetida a dréstica reducéo,
mesmo que o numero de alelos também seja reduzido, o grau de heterozigosidade e
diversidade podem permanecer inalterados por determinado numero de geragdes
(FUTUYMA, 2009; SILVA, 2010).
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Foi detectada uma alta diferenciagéo entre populacdes (37,72%), com indice
de fixacdo elevado (F= 0,38%*), resultado esperado considerando a distancia que separa
as regides ecogeograficas onde as amostras foram coletadas (Tabela 1, Figura 1). A
analise Bayesiana (Figura 3) corrobora com esses resultados, ao delimitar claramente as
populaces com base em suas informacdes genotipicas; o que nos leva a concordar com
Williams et al. (2005) sobre a existéncia de populagdes bem estruturadas em seu habitat
nativo e que nos auxiliaram na classificacdo de cinco genotipos bem distintos.

Sabe-se que o grau de diferenciacdo genética entre populagcdes tem uma
intima relagdo com seus processos evolutivos - mutacdo, migracdo e deriva genética.
Dessa maneira, em populacGes onde ocorram maiores taxas de migragdo existe uma
tendéncia natural a pouca diferenciacdo; enquanto que pequenas populacdes tendem a
ser altamente diferenciadas, como também mais propensas a fragmentacao e perda de
adaptabilidade, especialmente espécies aldgamas. Esse fendmeno torna-se evidente no
estudo de divergéncia par a par entre as populacdes, quando os maiores indices de
diferenciacdo sdo obtidos, respectivamente por DDO e MSP, populacBes distintas
estabelecidas em area de extensdo territorial restrita e geograficamente isoladas
(FRANKHAM et al., 2008; HOLSINGER e WEIR, 2009).

Além disso, o estudo de proporcdes de cada populacdo associada aos cinco
grupos distintos, revelou estreita similaridade entre acessos de DDO e MSP e entre SM e
ITA, também observavel no dendograma baseado na distancia de Reynold (Fs) (Figura
2). Comprovando o que Ruas et al. (2011) ja haviam inferido sobre os padrdes de
distribuicdo da espécie que ndo se enquadram dentro do isolamento por distancia;
contudo, considerando que cada populacdo aqui estudada representa um ecossistema
distinto, com caracteristicas edafoclimaticas distintas, ndo é possivel concluir, como no
estudo dos autores, que a similaridade entre as populacfes seja resultante de condicdes
ambientais equivalentes, parecendo mais relevante a teoria de dispersdo estratificada,
uma vez que a espécie é muito apreciada por passaros e roedores (SUAREZ et al., 2001;
WILLIAMS et al., 2007). Neste sentido, sugerimos que estudos mais detalhados de
distribuicdo de haplotipos, baseados em regibes conservadas do cpDNA, sejam

realizados para melhor elucidacdo de suas caracteristicas de filogenia e fragmentacéo.
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O material propagativo coletado, assim como as informacgdes resultantes
deste estudo serdo destinadas ao Banco Ativo de Germoplasma do Grupo de Pesquisa

em Olericultura e Plantas Medicinais da UFGD.
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POLIMORFISMOS INTRAVARIETAIS EM POPULACOES NATIVAS
REVELAM ANCESTRAL COMUM DE Schinus terebinthifolius Raddi

RESUMO: Schinus terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae) € uma arboreta perene
nativa da Mata Atlantica, de alta ecoplasticidade e amplamente usada na medicina
tradicional. Em razdo dos ultimos relatorios promissores sobre a sua bioatividade, a
planta foi incluida entre as espécies de grande interesse de distribuicdo através do
Sistema Unico de Salde (SUS) e, como resultado, inimeras pesquisas estdo sendo
realizadas afim de guiar sua cadeia produtiva. Este trabalho envolveu estudos de
diversidade e filogenia entre populacbes nativas de diferentes ecossistemas no Brasil:
Cerrado (Dourados-MS), restinga (Vera Cruz-BA e Cair0-BA), floresta ombrdfila
adensada (Sdo Mateus-ES) e estacional decidual (Santa Maria-RS). As regides
intergénicas do cpDNA rpl20-5’-rps12, trnH-psbA e trnS-trnG foram sequenciadas e
submetidas ao alinhamento Blastn. Devido a falta de fragmentos disponiveis para
comparacdo, somente a regido trnS-trnG foi informativa, apresentando variacdes dentro
e entre populagcdes com polimorfismos intravarietais, sendo capaz de distinguir 3
haplétipos (HpSM, HpNE e HpDDO), uma vez que as populacdes do NE (BA e ES)
agruparam-se. As sequencias de HpSM, HpNE and HpDDO retornaram grande
similaridade com os haplotipos A (AY928398.1), B (AY928399.1) e C (AY928400.1),
respectivamente. Uma rede haplotipica foi construida através do método Median-joining
entre os haplétipos nativos e outros 10 disponiveis no Genbank, revelando o HpSM
como populacdo ancestral de todos os outros haplogrupos. HpDDO apresentou mais
mutacdes e retornou grande similaridade com haplogrupos da Argentina. Embora
também possa ser interpretado como hibridizacdo, acredita-se que os SNPs sejam
resultado de mecanismos de adaptacdo a eventos recentes como desflorestamento,
gueimadas, aumento de temperaturas e seca que levaram a transicdo da vegetacdo de
Mata Atlantica para Cerrado. Certamente, estudos filogeograficos mais precisos devem
ser realizados, mas os resultados j& revelam grupos elegiveis a diferentes condi¢Ges
climaticas, passo importante para programas de pré-melhoramento antes do cultivo a

campo.

Palavras-chave pimenta rosa, planta medicinal, haplotipos, genética de populagGes
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INTRAVARIETAL POLYMORPHISMS AMONG NATIVE POPULATIONS
REVEALS COMMON ANCESTOR OF Schinus terebinthifolius Raddi

ABSTRACT: Schinus terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae) is a woody perennial
native from Atlantic forest of high ecological plasticity and largely used in traditional
medicine. Based on latest promising reports concerning its bioactivity, the plant was
included among the species of great interest of distribution through the National Health
System (SUS) therefore several researches to guide its productive chain are being
performed. This work involved studies on diversity and phylogenetic relationships
among native populations from different Brazilian ecosystems: Cerrado (Dourados-MS),
sandbanks (Vera Cruz-BA and Cairu-BA), dense rain forest (Sdo Mateus-ES) and semi-
deciduous forest (Santa Maria-RS). We sequenced the intergenic regions rpl20-5’-rps12,
trnH-psbA and trnS-trnG from cpDNA and submitted the sequences to local alignment
tool Blastn. Due to a lack of fragments available on Genbank for comparison, only
region trnS-trnG was informative, showing variations among and within populations
with intravarietal polymorphisms and distinguished 3 haplotypes (HpSM, HpDDO,
HpNE), once populations from NE (BA and ES) clustered together. The sequences from
HpSM, HpNE and HpDDO returned greater similarity to the haplotypes A
(AY928398.1), B (AY928399.1) and C (AY928400.1), respectively. A network was
built by Median-joining method among native haplotypes and the 10 available on
Genbank and revealed HpSM as origin of all other haplogroups. HpDDO showed more
mutations than others and was closely related to haplogroups from Argentina. Although
it could be an indicative of hybridization, we believe the SNPs were a response of
adapting mechanisms due to events such deforestation, fire regime, rising temperature
and drought periods during transition period from Atlantic forest to Cerrado. We surely
recommend more detailed phylogeographical studies, but results already point eligible
groups for distinct climates as an important step for pre-breeding programs before field

propagation.

Keywords Brazilian peppertree, medicinal plant, haplotypes, population genetics
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1. INTRODUCAO

O Brasil é um dos paises de maior biodiversidade do planeta. Com cerca de
55.000 espécies vegetais catalogadas, sua complexidade floristica relevante impede o
conhecimento preciso de suas riquezas naturais. Considerando as espécies medicinais
nativas, o cenério € ainda mais paradoxal uma vez que, apesar do conhecimento e uso
pelos povos tradicionais, poucas foram verdadeiramente investigadas quanto a sua
potencialidade terapéutica . Se o foram, sdo quase nulos estudos relacionados a
diversidade genética, padrbes de dispersdes, diferencas quimiotipicas, dentre outros que
auxiliem na selecdo de genotipos para programas de pré-melhoramento e efetiva
inclusdo na cadeia produtiva (ALBUQUERQUE et al., 2007; KINNUP e BARROS,
2012; RIBEIRO et al., 2014).

Em resposta, o Ministério da Saude instituiu 0 Programa Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos e, numa estratégia para incentivar pesquisas direcionadas a
prospeccao e inser¢do de plantas medicinais na agricultura familiar, elaborou uma lista
de 71 espécies de interesse ao Sistema Unico de Salde. Dentre as espécies, citou-se a
pimenta rosa (Schinus terebinthifolius Raddi — Anacardiaceae), arboreta nativa de Mata
Atlantica que se distribui em varias formacgdes vegetais do sul de Pernambuco até o Rio
Grande do Sul, ocorrendo naturalmente também no Uruguai, Paraguai e norte da
Argentina (EWEL et al., 1982; WILLIAMS et al., 2005; LORENZI, 2008; BRASIL,
2009).

Planta didica, seus principais agentes polinizadores sdo himenopteros e
alguns dipteras. Seus frutos abundantes, de vermelho vibrante e adocicados, séo
apreciados por passaros e mamiferos roedores que desempenham importante papel em
sua dispersdo. Sua casca, folhas e frutos sao utilizados por popula¢es tradicionais como
anti-inflamatorio, antipirético, analgésico e agente depurativo. Devido a sua
ecoplasticidade, a espécie atravessou as fronteiras de seu habitat e encontra-se
largamente distribuida por diversas regides do globo (LENZI et al., 2003; LENZI e
ORTH, 2004; JESUS e MONTEIRO FILHO, 2007; SUHS et al., 2009; CARVALHO et
al., 2013; CESARIO e GAGLIANONE, 2013).

Os padrdes de dispersdo da pimenta rosa, ainda ndo elucidados, tem

separado a espécie em racas quimicas com diferencas inclusive farmacologicas e
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dificultado a selecdo de gendtipos aptos ao cultivo e que mantenham sua acéo bioldgica
para atender a industria farmacéutica (BARBOSA et al., 2007; SANTOS et al., 2007;
GUNDZIZA et al., 2008).

A dispersdo das espécies € um fator determinante na dindmica de
populacbes. O sistema de dispersdo por sementes em &rvores tropicais é sensivel a
fatores ecolodgicos, favorecendo sua agregacdo em estrutura de familia. Sabe-se que
oscilagbes climaticas decorridas durante o tercidrio afetaram significativamente a
distribuicdo das espécies e, nos ultimos anos a filogeografia tem ajudado a elucidar os
efeitos dessas mudancas sobre a estrutura genética das plantas (HARDY et al., 2006;
AVISE, 2009).

A filogeografia possibilita estudar as correlacbes existentes entre a
distribuicdo geogréafica de haplétipos e suas relagbes genealdgicas; isso, baseando-se em
estudos de variabilidade de &reas conservadas do genoma de heranca uniparental, com
baixos indices de mutacdo e nula recombinacdo. Nessa linha, o emprego de ferramentas
moleculares auxilia na percepcdo de movimentos e padrbes de dispersdo das espécies
colonizadoras. Para espécies arbdreas, p.ex., 0 estabelecimento de coldnias pioneiras
ocorre através de dispersdo de sementes e este processo deixa pegadas genéticas ou
‘manchas’ de linhagens maternas que podem ser detectadas usando marcadores
genéticos de heranca materna. Os cloroplastos das angiospermas sdo organelas de
heranca materna, dispersos através de sementes mas ndo pelo pélen e sua estrutura
genética esta fortemente influenciada pelo histérico de fluxo génico entre populagdes e
por eventos geoldgicos como mudangas climéticas e eras glaciais (CRANDALL et al.,
2000; PETIT et al., 2004; HASTINGS et al., 2005).

Os cloroplastos sdo considerados também de alta heterogeneidade genética.
Sitios polimdrficos podem ser encontrados quando se realiza a analise de sequéncias de
cpDNA, assim como observado nos genomas mitocondriais. As variagdes no cpDNA
pode ser classificadas em polimorfismos intravarietais, isto é, variagdes nas sequéncias
dentro de uma variedade, cultivar ou subespécie; e polimorfismos inter-subespecificos,
que sdo as variagOes encontradas entre as diferentes variedades de uma espécie. Esses
polimorfismos podem ser separados em genoOtipos principais e secundarios dentro de

uma montagem de genoma plastidial nos dados de sequenciamento e, posteriormente,
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caracterizados quando um dos alelos for Gnico para uma determinada variedade ou
subespécie (TANG et al., 2004; YANG et al., 2010; KHAN e AZIM, 2011).

Ha necessidade de disponibilizar informacdes relevantes a selecdo de
gendtipos de pimenta rosa para programas de pré-melhoramento e na definicdo de
estratégias para programas de conservacdo de germoplasmas. Com base nisso, foram
determinados o0s principais objetivos deste trabalho: 1) caracterizar polimorfismos
intravarietais entre as populacdes sequenciadas; 2) estudar e caracterizar a diversidade e
diferenciacéo existente entre populagdes; 3)) revelar grupos haplotipicos em funcédo de
diferentes ecossistemas brasileiros; 4) construir rede haplotipica envolvendo também
sequéncias disponibilizadas no Genbank em busca de conexdes ancestrais que ajudem

na elucidacdo dos padrdes de dispersdo da espécie.

2. MATERIAL E METODOS
Material vegetal e extracdo de DNA

Foram escolhidos casualmente cinco acessos representativos de cinco
regibes ecogeograficas brasileiras (Tabela 1). O DNAtotal foi extraido a partir de
amostras foliares criopreservadas, previamente coletadas in situ e pertencentes ao
Laboratério de Plantas Medicinais da Faculdade de Ciéncias Agrarias — UFGD,

utilizando metodologia de Doyle e Doyle (1991) com adaptacdes.

Tabela 1. Populagbes de S. terebinthifolius, nativas em ecossistemas brasileiros,
amostradas para estudo de filogenia baseado em polimorfismos de regides intergénicas.

G Origem Ecossistema Latitude Longitude  Altitude Clima IP ToC
S 0] (m) (mm)

ES Séo Mateus FOD 18°43°00”  39°51°31” 38 Aw 1313 24.1
ES

SM Santa Maria FED 29°41°02”  53°48°25” 151 Cfa 1617 18.8
RS

ITA Vera Cruz Restinga 12057°32" 38°36'16” 13 As 1874 25.1
BA

MSP  Cairl Restinga 13°23°22”  38°54°36” 19 Af 2151 25.3
BA

DDO Dourados Cerrado 22°13°15”  54°48°21” 430 Cw 1400 23.6
MS

*G Genotipo, BA Bahia, ES Espirito Santo, MS Mato Grosso do Sul, RS Rio Grande do Sul. FOD
Floresta ombréfila densa FED Floresta estacional decidual IP Indice Pluviométrico
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Marcadores de cpDNA

Foram utilizados trés marcadores moleculares de DNA plastidial das regides
intergénicas trnH (GUG) — psbA, trnS (GCU) — trnG (UCC) e rpl20 — 5’ rps 12, a partir
de sequéncias iniciadoras publicadas por Hamilton (1990) (Tabela 2).

Tabela 2. Primers utilizados nas reacfes de amplificacdo, tamanho esperado dos
fragmentos em pares de bases (pb) e temperatura de anelamento por

marcador intergénico em estudos de polimorfismo em S. terebinthifolius.

Regido Primer (5’ - 3°) Fragmento (bp) T°C
trnH (GUG) — psbA F: ACTGCCTTGATCCACTTGGC 495 56
R: CGAAGCTCCATCTACAAATGG

trnS (GCU) — tmG (UCC)  F: GCCGCTTTAGTCCACTCAGC 844 52
R: GAACGAATCACACTTTTACCAC

Rpl20 — 5” tps 12 F: TTTGTTCTACGTCTCCGAGC 884 50
R: GTCGAGGAACATGTACTAGG

Ap0s padronizacao, as reacdes em cadeia de polimerase (PCRs) foram realizadas
em um volume final de 25 pL (Tabela 3).

Tabela 3. Volume de reagentes utilizados em PCR, para cada marcador de regido
intergénica aplicado aos estudos de polimorfismo de S. terebinthifolius.

Reagente TrnH — psbA trnS - trnG Rpl20 —rps 12
volume (uL)
Primer F 1,5 1,0 15
Primer R 1,5 1,0 15
PCR Master Mix 12,5 12,5 12,5
Taq DNA polimerase 0,2 0,2 0,2
MgCl, 0,3 - -

Agua ultra-pura 7,0 8,3 7.3
DNA 2,0 2,0 2,0

As PCRs das regides trnH-psbA e trnS-trnG constituiram de desnaturacgéo inicial
de 95°C por 3 minutos, seguida de 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 30 segundos,
temperatura de anelamento (Tabela 2) por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto, com
extensdo final a 72°C por 10 minutos. J4, a reacdo da regido rpl20-5’rps12 constituiu de
desnaturacdo inicial de 96°C por 5 minutos, seguida de 40 ciclos de desnaturagéo a 96°C
por 45 segundos, anelamento a 50°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 30 segundos,
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com extensdo final a 72°C por 10 minutos. Os produtos de PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio. A purificacdo dos

fragmentos amplificados foi realizada seguindo protocolo fenol-cloroférmio.

Sequenciamento e analise de dados

O sequenciamento dos fragmentos foi realizado no Centro de Recursos
Biologicos e Biologia Gendmica (CREBIO) da UNESP, Jaboticabal-SP, utilizando
sequenciador automatico ABI 3500 (Applied Biosystems®) e 0s primers originais.

As sequéncias foram avaliadas quanto & qualidade dos eletroferogramas e
editadas no software BioEdit. As sequéncias consenso foram obtidas usando o software
CAP3. Foi realizado o alinhamento local (Blastn) das sequéncias utilizando o banco de
dados NCBI para identificar sequéncias similares. O alinhamento mdultiplo das
sequéncias foi realizado utilizando o ClustalW, e utilizou-se 0 MEGA 6.0 software para
calcular a distancia genética e construir o dendograma pelo metodo neighbor-joining
com o modelo de substituicdo p-distance. As sequéncias obtidas foram caracterizadas
em termos do numero de haplotipos e diversidade de haplotipos e diversidade de

nucleotideos, dentro e entre populaces.

3. RESULTADOS

O sequenciamento das regides intergénicas utilizando os marcadores
plastidiais de Hamilton et al. (1990) possibilitou investigar variagdes entre 0s acessos de
populacdes nativas de S. terebinthifolius, sendo encontrados polimorfismos entre
populacdes e também diferencas quando comparadas com as sequéncias depositadas no
GenBank. O total de acessos, por local de coleta, amplificados para os diferentes
marcadores esta exposto na Tabela 4.
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Tabela 4. Nimero de acessos, por local de coleta, amplificados para cada marcador
intergénico de DNA plastidial de S. terebinthifolius.

LOCAL Acessos/Marcador
trnH-psbA trnS-trnG rpl20-5°rps12

Dourados (MS) 3 3 3
Vera Cruz (BA) 4 4 5
Cairu (BA) 4 3 4
Santa Maria (RS) 4 4 4
S8o Mateus (ES) 5 5 5
TOTAL 20 19 21

Os fragmentos amplificados da regido trnH — psbA resultaram em
sequéncias de 473 pares de bases. As sequéncias de acessos coletados em Vera Cruz-
BA, Cair0-BA, Santa Maria-RS e Sdo Mateus-ES, apresentaram-se totalmente idénticas.
J4, os acessos de Dourados-MS revelaram um polimorfismo inter-subespecifico [SNP
tipo A (G)] na posicdo 341 (Figura 1a). Quando submetidas ao alinhamento local no
Blastn, todas as sequéncias retornaram maior similaridade (99%) com a sequéncia de
S.terebinthifolius contendo a regido trnH - psbA depositada no GenBank (GU135324.2).
Sendo entdo, em comparacao a essa sequéncia, encontrado um polimorfismo do tipo A
(G) na posicao 460 em todas as sequéncias nativas e, ainda, as sequéncias de Dourados
também apresentaram o polimorfismo da posi¢édo 341.

Os fragmentos sequenciados da regido rpl20 - rps12 resultaram em 785 pares
de bases. As sequéncias obtidas para as diferentes populagdes foram idénticas entre si,
exceto pelos acessos de Dourados-MS, que apresentaram um polimorfismo inter-
subespecifico [SNP tipo A (C)] na posicdo 235 (Figura 1 b). Quando submetidas ao
alinhamento local no Blastn, todas sequéncias retornaram maior similaridade (97%) com
sequéncias de Mangifera indica para esse marcador (FJ937751.1 e FJ937752.1), ndo
havendo até o momento sequéncias depositadas de S. terebinthifolius para essa regiao.
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A 341 B 235
CAAACATATGTAAAT! TAAAGTAGTAAATAG:
Do-urados Dourados
341 235
AAACGTATCGTAAAT. TAAAGTCGTAAATAG
Demais acessos Demais acessos

Figura 1. Eletroferogramas demonstrando SNPs. A. Polimorfismo inter-subespecifico
[SNP tipo A (G)] na posicdo 341 da regido trnH — psbA. B. Polimorfismo inter-
subespecifico [SNP tipo A (C)] na posicao 235 da regido rpl20 - rps12.

O sequenciamento da regido intergénica trnS — trnG resultou em sequéncias
de 736 pb para os acessos de Santa Maria, € 739 pb para os demais acessos. As
sequéncias foram submetidas ao alinhamento local utilizando a ferramenta Blastn e
retornaram maior similaridade aos hapldtipos A (AY928398.1), B (AY928399.1) e
C (AY928400.1) de S. terebinthifolius depositados por Williams et al. (2005). As
sequéncias dos acessos de Dourados apresentaram maior similaridade (99%) com o
hapl6tipo C; os de Santa Maria, com o haplétipo A (99%) e os demais acessos com 0
haplotipo B (99% de similaridade).

Ao serem comparadas com as depositadas por Williams et al. (2005), todas
as sequéncias apresentaram duas insercGes/delecBes de citocinas nas mesmas posicoes
(entre 253 e 255) e também apresentaram um polimorfismo na posicdo 293 do tipo A

(G). Além dessas trés variagBes nucleotidicas, as sequéncias de Vera Cruz-BA, S&o
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Mateus-ES e Cairtu-BA, de maior similaridade com o haplétipo B, quando comparadas a
este, apresentaram também um polimorfismo do tipo T (G) na posi¢do 30 e outro do
mesmo tipo na posicao 243.

A comparacdo entre as sequéncias da regido trnS-trnG demonstrou
importantes variagdes entre as populagdes e dentro de algumas populagdes. Os acessos
de Santa Maria-RS, quando comparados as demais populacBes apresentaram trés
delecdes de adeninas entre as posicOes 233 e 234, e um polimorfismo do tipo T (C) na
posicao 459. Ja os acessos de Dourados-MS apresentaram polimorfismos do tipo A (C)
na posicdo 259, T (A) na posicdo 369, C (A) na posic¢do 567, G (T) na posigéo 597 e
T(C) na posicao 691. Quanto as variagdes intravarietais, dois acessos de Sdo Mateus-ES
apresentaram uma delecdo de adenina na posicdo 236 das sequéncias dos outros trés
acessos dessa populacdo; e um acesso de Itaparica apresentou uma insercdo de adenina
na posicao 237.

Uma anélise comparativa entre os trés haplotipos de S. terebinthifolius
encontrados neste estudo (Figura 2) e outra entre eles em relacdo aos depositados por
Williams et al. (2005) foi realizada através da construcdo de rede de haplétipos (Figura

3) utilizando o programa Network v.4.1.1.2, pelo método Median-joining.

HpITA ® HpDDO

HpMSP HpSM
HpES

Figura 2. Rede de haplotipos baseada na regido intergénica trnS-trnG de cloroplastos de
acessos nativos de S. terebinthifolius. HpITA (Vera Cruz-BA); HpMSP (Cairu-BA);
HpES (S&o Mateus-ES); HpSM (Santa Maria-RS) e HpDDO (Dourados-MS).
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Figura 3. Network baseada em trés haplotipos de regido intergénica trnS-trnG de
acessos nativos de S. terebinthifolius comparativo aos hapl6tipos de Williams et al.
(2005).

4. DISCUSSAO

A anélise dos sequenciamentos de amostras de S.terebinthifolius utilizando
marcadores plastidiais possibilitou a identificacdo de variagdes genéticas entre
populacOes nativas de diferentes ecossistemas, sendo encontrados polimorfismos entre
as populacdes estudadas e diferencas relevantes quando comparadas com algumas
sequéncias disponiveis no GenBank.

A similaridade (99%) encontrada entre fragmentos amplificados da regido
intergénica trnH — psbA das populacfes nativas, exceto as de Dourados-MS (Figura 1a),
com sequéncia depositada e proveniente da Florida-EUA (GU135324.2, Abbott et al.,
2013) pode ser mais um indicativo de ancestral colonizador. Em efeito, em estudos
anteriores, Williams et al. (2005) ja haviam determinado a ancestralidade de dois grupos

haplotipicos, originarios respectivamente das regides Sul e Nordeste do Brasil. Mesmo
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tendo utilizado outro marcador, a congruéncia dos resultados abre precedentes para
estudos mais aprofundados e comparativos entre as regides intergénicas, no intuito de
compreender os padrdes de dispersao da espécie naquele pais, onde tornou-se principal
invasora de campos agricultaveis (WILLIAMS et al., 2005; CUDA et al., 2006;
MUKHERJEE et al., 2012).

Os fragmentos sequenciados da regido rpl20 - rpsl2 resultaram em
sequéncias idénticas para as diferentes populacdes estudadas; no entanto, 0s acessos de
Dourados-MS - ecossistema Cerrado, apresentaram polimorfismo inter-subespecifico
(Figura 1 b). Para efeito comparativo, ndo existem sequéncias disponiveis de S.
terebinthifolius para esse marcador e os fragmentos amplificados neste estudo serdo os
primeiros a serem depositadas no Genbank.

Coincidentemente, o alinhamento local no Blastn retornou alta similaridade
(97%) com sequéncias de outra Anacardiaceae, Mangifera indica (FJ937751.1 e
FJ937752.1; KHAN e AZIM, 2011); o que, do ponto de vista evolutivo, pode
representar importante regido conservada para estudos de diversificacdo entre espécies
da mesma familia. No entanto, neste estudo, este marcador ndo apresentou muitas
informagdes quanto a polimorfismos inter-subespecificos e ndo revelou variagoes
intravarietais.

As sequéncias obtidas para fragmentos trnS-trnG foram as mais relevantes
para este estudo, possibilitando a identificacdo de trés haplotipos distintos e
direcionando inclusive conclusdes do ponto de vista filogeogréfico.

Ao serem comparadas com sequéncias disponiveis, retornaram grande
similaridade com haplétipos encontrados por Williams et al. (2005). De fato, os autores
ja haviam sugerido uma correlacdo ancestral entre os haplétipos A e B, encontrados na
Flérida-EUA, com amostras provenientes do Brasil. A falta de amostras nativas
impedira os autores de rastrear a populacéo de origem do hapl6tipo B; mas os resultados
deste estudo possibilitam inferir que seu ancestral encontra-se na regido Nordeste do
Brasil dada sua similaridade com sequéncias obtidas de Vera Cruz e Cair(, Bahia.

A rede de hapl6tipos construida (Figura 3) entre 0s grupos encontrados
neste estudo e aqueles disponiveis no Genbank para essa regido intergénica sugere

Santa Maria-RS (HpSM) como possivel populacdo de origem, ancestral comum a todas
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as demais ate entdo estudadas. Do ponto de vista evolutivo, essa informacdo contribui
para compreender a recente dispersao e adaptacdo da espécie em regides do hemisfério
norte, onde as médias térmicas estdo abaixo das ocorridas no Brasil.

O isolamento geografico de uma populacdo é geralmente decorrente de
eventos historicos, mas o &mbito de uma espécie muda se 0s membros dela se moverem
no espaco caracterizando o processo de dispersao. As espécies normalmente mantém seu
‘foothold’ inicial quando introduzidas dentro de um mesmo nicho climatico. Apds um
periodo de mudancas evolutivas, comecam a se propagar em novas zonas climaticas
(RIDLEY, 2006; JIMENEZ-VALVERDE et al. 2011; THOMPSON et al. 2011).

Curiosamente, as populacgdes coletadas na Bahia e Espirito Santo agruparam-
se num unico haplotipo (HpNE) e de maior proximidade genotipica com o HpSM,
apesar de inseridos em regifes ecogeogréaficas distintas e de apresentarem consideraveis
divergéncias edafoclimaticas. Esses resultados corroboram com a hip6tese de dispersao
estratificada, envolvendo tanto propagacao local em torno de populacdes ja estabelecidas
como também de saltos a longa distancia. A essa combinacdo de dispersdes € atribuida o
aumento consideravelmente da distancia de expansdo, e tem servido de base para
entendimento do rapido avango de espécies arboreas apos a ultima glaciacdo (PETIT et
al., 2004; WILLIAMS et al., 2007).

De fato, a pimenta rosa é muito apreciada por aves e roedores e alguns
estudos ja notificaram um aumento significativo nos indices de germinacdo de suas
sementes apds ingestdo, representando fortes indicios de sua contribuicdo na disperséo.
No entanto, estamos muito aquém de elucidar a decorréncia desses saltos e ainda
explicar o processo evolutivo que levou a tamanha ecoplasticidade, sendo recomendavel
estudos ecogeograficos mais detalhados ampliando o grupo amostral (MANDON-
DALGER et al., 2004; WILLIAMS et al., 2007; JESUS e MONTEIRO FILHO, 2007).

Talvez, a maior contribuicdo ao acessar a populacdo de origem neste estudo
seja elucidar a resisténcia da espécie inclusive a baixas temperaturas devido a existéncia
de um ancestral comum em ecossistema caracterizado como floresta estacional decidual,
de clima subtropical, média térmica anual de 18,8°C e durante o inverno de 6,9°C. Esses
resultados elucidam os dados obtidos recentemente por Mukherjee et al. (2012) que

encontraram uma tendéncia estatistica da espécie a colonizar inclusive areas com
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temperaturas inferiores nos EUA e contrariando a teoria de Gioeli e Langeland (2009) ao
afirmarem que a espécie possui limitacdes de tolerancia ao frio (STRECK et al., 2011).

O haplotipo estudado que mais se distanciou dos demais foi o encontrado em
Dourados-MS (HpDDO) (Figura 3), apresentando dez pontos mutacionais € um vetor
mediano desde a populagéo de origem (HpSM); este haplétipo aproximou-se dos demais
originarios do norte da Argentina e caracterizados por Williams et al. (2005). Apesar de
coletados em area representativa do Cerrado, uma andlise histérica demonstra que essa
mesma regiao ja esteve sob dominio de Mata Atlantica ha ndo mais de um século. Com
isso, é possivel levantar duas hipéteses, sendo a primeira de ocorréncia de hibridizagdo
intraespecifica, que s6 poderia ser comprovada com andlises moleculares mais
detalhadas e desenvolvimento de marcadores microssatélites obtidos de sequéncias
parentais; a segunda, de que os pontos mutacionais foram surgindo como mecanismo de
adaptacdo as mudancas nessa zona de tensdo ecoldgica, sobretudo durante periodos de
transicdo da vegetagdo caracteristica de Mata Atlantica para Cerrado, como também em
resposta a elevacdo térmica decorrente do desmatamento e queimadas periodicas da
vegetacdo e consequente diminuicdo no regime hidrico.

Devido a sua natureza sedentéria, as plantas podem ser fortemente
influenciadas pela selecdo local, o que muitas vezes resulta em adaptacdo. Essa selecédo
divergente também pode resultar em isolamento reprodutivo e especiacdo ecoldgica.
Apesar de suas bases genéticas ndo estarem completamente esclarecidas, uma adaptacao
local poderia ser resultante de trocas ocorridas em loci chaves, onde alelos ancestrais
apresentariam vantagens em seu ambiente de origem (pleiotropia antagonista).
Alternativamente, multiplos loci independentes poderiam interagir e induzir adaptacao
local a nivel de organismo, como por exemplo, se alelos de determinados loci sdo
benéficos num ambiente especifico, mas neutro em ambientes contrastantes e alelos em
outros loci apresentarem padrédo oposto (LEIMU e FISCHER, 2008; BOMBLIES, 2010;
ANDERSON et al., 2011).

Finalmente, concordamos com Mukherjee et al. (2011), que a distribuicéo
dos grupos haplotipicos no Brasil apresentam padrdes de nicho realizado com
competicdo intraespecifica entre os individuos, onde gupos especificos sdo melhor

adaptados as condicfes ambientais de sua area endémica. Sugerimos experimentos a
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campo, em diversas areas de endemismo, comparando os diferentes grupos em cada
area, afim de melhor compreender as limitagdes que essas adaptacdes impuseram e,

consequente, selecdo de gendtipos para trabalhos de melhoramento da espécie.
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AGROINFILTRACAO: PROTOCOLO EFICIENTE PARA TRANSFORMACAO
DE Schinus terebinthifolius Raddi MEDIADA POR Agrobacterium rhizogenes.

RESUMO: Um protocolo eficiente de transformacdo mediada por Agrobacterium foi
desenvolvido para a planta medicinal pimenta rosa (Schinus terebinthifolius Raddi). Trés
métodos distintos de infeccdo foram testados, considerando diferentes gendtipos da
espécie nativa de ecossistemas brasileiros. O plasmideo escolhido para os testes de
expressao transiente carregava um construtor com proteina de fluorescéncia verde
nuclear (EgfpEp) que possibilitou a estimativa rapida de frequéncia de transformacéo. A
determinacdo da metodologia mais eficiente baseou-se na comparacdo de producéo de
raizes transformadas e frequéncia de transformacdo dos explantes, considerando os
gendtipos e dias pos infeccdo. A agroinfiltracdo de tecidos foliares com solucédo de
Agrobacterium rhizogenes resultou em maiores producdo de raizes e frequéncias de
transformacéo, precedida da formacao espontanea de calli que se regeneraram em hairy
roots sem adi¢do hormonal. O genédtipo DDO (Cerrado, Brasil) apresentou superioridade
significativa para transformacdo, independente da metodologia aplicada e, quando
agroinfiltrados, obtiveram 100% de frequéncia, originando raizes mais espessas e de
crescimento mais agressivo, oferecendo subsidios para sua escolha como linhagem elite.
Este protocolo serd utilizado na superexpressao de proteinas pertencentes a biossintese

de terpenos dessa promissora espécie medicinal.

Palavras-chave: pimenta rosa, planta medicinal, 6leo essencial, terpenos, hairy roots
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AGROINFILTRATION: AN EFFICIENT PROTOCOL FOR Agrobacterium
rhizogenes MEDIATED TRANSFORMATION OF Schinus terebinthifolius Raddi.

ABSTRACT

An efficient method has been developed to genetically transform the medicinal plant
Brazilian peppertree (Schinus terebinthifolius Raddi). Initially, we tested the best
conditions for transient expression considering three different methods of infection in
native genotypes from Brazilian ecosystems. The plasmid carried a nuclear-target GFP
construct (EgfpEp) which allowed a fast quantification of transformation frequency. The
election of the most efficient protocol was based on the number of hairy roots and
transformation frequency of the explants, as a function of genotypes and days after
infection. Agroinfiltration of leaf tissue with A. rhizogenes resulted on higher yield of
hairy roots as on higher transformation frequency after spontaneous induction of calli
which regenerated hairy roots with no hormone addition. Genotype DDO, from Cerrado
ecosystem, showed statistical superiority for transgenic expression, regardless the
methodology. However, when agroinfiltrated, the DDO explants showed 100%
frequency with thicker and aggressive roots, providing subsides to elect it as elite line.
This transformation protocol will be used to introduce overexpression into S.
terebinthifolius that may interfere with terpenes biosynthesis of this promising medicinal

plant.

Keywords: Brazilian peppertree, medicinal plant, essential oil, terpenoids, hairy roots
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1. INTRODUCAO

O consumo de fitoterapicos como importante alternativa aos medicamentos
alopaticos esta difundido por todo o globo, ndo somente entre populacdes tradicionais e
de amplo conhecimento etnobotanico, mas tem ressurgido sobretudo entre habitantes dos
grandes centros urbanos em paises altamente industrializados. Durante a segunda
metade do século passado, o desenvolvimento da engenharia genética e dominio das
técnicas biomoleculares permitiram o aparecimento e o melhoramento de plantas
medicinais, assim como o0 aumento consideravel em termos de produtividade de
fitoterapicos, o que ajudou a estabelecer essa tendéncia alternativa (CHRISTOU e
TWYMAN, 2004; CANTER et al., 2005; NAVARRO-MASTACHE, 2007).

N&o obstante, é preciso reconhecer que nenhum desses avangos seria
possivel sem o emprego das técnicas de cultivo in vitro, utilizando tecido vegetal, que
forneceram as ferramentas necessarias para a selecdo de plantas hospedeiras dos genes
de interesse, além de permitirem a introducéo de nova informacdo genética, a0 mesmo
tempo que possibilitaram uma multiplicacdo rapida e massal dos gendtipos aptos a
introducdo nos diversos sistemas de producdo (PAREEK, 2005; KARUPPUSAMY,
2009; GARCIA-GONZALES et al. 2010).

O cultivo in vitro de tecidos vegetais tornou-se ferramenta indispensavel
para experimentos relacionados a transformacdo genética, fusdo de protoplastos e
investigacOes relacionadas a expressao génica na biossintese de metabolitos secundarios.
Em diversos casos, o cultivo de tecidos e células € destinado a producdo de importantes
compostos utilizados pela indUstria farmacéutica, como ocorreu com Catharantus roseus
cujo cultivo de hairyroots € destinado a coleta de alcaldides vinblastina e vincristine, de
Taxus spp para a troducdo de taxol, os trés compostos quimioterapicos, e de Maesa
lanceolata para producdo de saponinas triterpendides (DEBNATH et al., 2006;
VONGPASEUTH e ROBERTS, 2007; ATAEI-AZIMI et al., 2008; FAIZAL et al.,
2011; LAMBERT etal., 2011).

Existe um consenso ao se afirmar que o cultivo de hairyroots geneticamente
transformadas é preferivel em relacdo as outras técnicas envolvendo tecidos e células,
devido sobretudo a sua estabilidade genética e bioquimica. Além disso, hairyroots

acumulam maior teor de metabdlitos secundarios e sua tecnologia de extragdo, uma vez



51

padronizada, € mais rapida e eficiente do que em espécies in vivo (GEORGIEV et al.,
2007; CHANDRA e CHANDRA, 2011; ONO e TIAN, 2011).

Na natureza, a producdo de hairyroots ocorre em plantas infectadas pela
bactéria gram-negativa, Agrobacterium rhizogenes, presente no solo. Quando infectadas,
plantas suscetiveis produzem substancias fendlicas capazes de induzir o gene de
viruléncia (vir) na bactéria, responsavel pela transferéncia de fragmentos do T-DNA,
indutor de raizes (Ri), dos plasmideos para a célula vegetal, resultando na proliferacdo
neoplasica de raizes em forma de cabeleira. Desde a padronizacdo em laboratorio da
utilizacdo dos plasmideos como vetores de genes de interesse, mais de 400 espécies de
plantas tiveram sua transformacdo mediada por Agrobacterium bem sucedida (ONO e
TIAN, 2011).

A pimenta rosa, Schinus terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae), € uma
planta medicinal nativa de Mata Atlantica, amplamente utilizada na medicina tradicional
por suas propriedades adstringentes, antidiarréicas, anti-inflamatorias, depurativas,
diuréticas e febrifugas. Numa estratégia de incentivo a pesquisas envolvendo
bioatividade e processos produtivos da espécie, 0 Ministério da Saude no Brasil chegou
a inclui-la entre as espécies medicinais de interesse para distribuicdo através do SUS —
Sistema Unico de Saide, mas a maior dificuldade encontrada esti relacionada a
padronizacdo na composicdo quimica (MATOS, 2002; BRASIL, 2009; CARVALHO et
al., 2013; PINTO et al., 2015).

O oOleo essencial de suas folhas e frutos € rico em monoterpenos e
sesquiterpenos e muitos estudos relacionados as suas propriedades farmacolégicas tém
revelado atividade anti-inflamatéria, antioxidante e antitumoral (DEGASPARI et al.,
2005; EL-MASSRY et al., 2009; BENDAOUD et al., 2010; RITCHER et al., 2010;
FORMAGIO et al., 2011; MATSUO et al., 2011).

Os terpenos compdem a maior classe de metabdlitos secundarios produzidos
pelas plantas, sdo mais de 30.000 variacOes estruturais, e participam de numerosos
processos vitais, tais como a respiragdo, fotossintese, reprodugdo, desenvolvimento,
adaptacdo, defesa, etc (MAHMOUD e CROTEAU, 2002; GERSHENZON e
DUDAREVA, 2007).
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Apesar de encontrado por toda natureza, os terpenos sd@o conhecidos
sobretudo como componentes de Oleos essenciais, fragrancias e resinas, e muito
utilizados pela industria como agentes aromatizantes, perfumes, inseticidas e
medicamentos topicos. O apelo comercial e importancia ecologica dos terpenos torna
sua engenharia metabdlica um tdpico muito interessante a ser investigado e a
modificacdo de rotas de produgdo em plantas medicinais poderiam ainda contribuir na
elucidacdo de sua biossintese e regulacdo (PICHERSKY e GERSHENZON, 2002;
DEGENHARDT et al., 2003; AHARONI et al., 2005; AHARONI et al.; 2006).

Nos Gltimos anos, a Mentha x piperita vem se destacando como planta
modelo em estudos de metabolismo e engenharia de terpenos, grande parte devido a
complexidade quimica do seu Oleo essencial. Manipulagdes na expressdo da
desoxixilulose-5-fosfato (DXP), responsavel por abastecer os plastideos com
isopentenil-difosfato (IPP) e seu isdmero dimetilalil-difosfato (DMAPP), ambos
precursores de terpenos, resultaram no aumento de 50% na produgdo final de dleo
essencial pelas plantas transgénicas. Assim como a alteracdo na rota metabdlica da
limoneno-3-hidroxilase, amentou em mais de 80% o teor de limoneno total comparado
com a espécie selvagem, sem alteraces metabolicas adversas. E, mais recentemente, a
superexpressdo de isoprenil-difosfato-sintases (IDS), situada em diversos pontos da rota
biossintética dos terpenos e responsavel por produzir os percursores de diferentes classes
de terpenos, também aumentou significativamente o rendimento do 6leo essencial.
(MAHMOUD e CROTEAU, 2001; MAHMOUD et al., 2004; AHARONI et al., 2006;
NAGEL et al., 2014).

A grande maioria dos experimentos envolvendo espécies medicinais para
producdo de metabdlitos tem utilizado a superexpressdo ou co-superessao de genes e/ou
enzimas envolvidos nas rotas do Mevalonato ou do 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato
(MEP), para a padronizacdo dos metabdlitos coletados. Essa revisdo, foi fator
determinante na escolha do vetor utilizado durante o desenvolvimento deste protocolo
com a pimenta rosa — pK7FWGF2. Considerando que a maior dificuldade para
otimizagdo do tempo e rotina laboratorial estd relacionada ao emprego de protocolos
eficientes e especificos, 0 objetivo deste trabalho foi desenvolver uma plataforma de

transformacdo mediada por Agrobacterium rhizogenes especifica para Schinus
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terebinthifolius, ja prevendo futuros ensaios de engenharia envolvendo a rota dos
terpenos desta promissora espécie medicinal.

2. MATERIAL E METODOS
Material vegetal e propagacgéo

Foram coletadas aleatoriamente sementes de acessos representativos de trés
regides ecogeogréaficas brasileiras, conforme Autorizacdo de Acesso e de Remessa de
Amostra de Componente do Patrimbénio Genético n° 010220/2015-1 -
CNPg/CGEN/MMA (Tabela 1). Exsicatas de acessos coletados em Sdo Mateus — ES,
Santa Maria — RS e Dourados - MS foram depositadas no Herbario da UFGD (DDMS
4874, 4875 e 4876, respectivamente).

Tabela 1. Populagbes de S. terebinthifolius, nativas em ecossistemas brasileiros,
amostradas para estudo de filogenia baseado em polimorfismos de regides

intergénicas.

G Origem Ecossistema Latitude Longitude  Altitude Clima IP ToC
S 0] (m) (mm)

ES Séo Mateus FOD 18°43°00”  39°51°31” 38 Aw 1313 24.1
ES

SM Santa Maria FED 29°41°02”  53°48°25” 151 Cfa 1617 18.8
RS

DDO Dourados Cerrado 22°13°15”  54°48°21” 430 Cw 1400 23.6
MS

*G Genotipo, ES Espirito Santo, MS Mato Grosso do Sul, RS Rio Grande do Sul. FOD Floresta
ombrafila densa FED Floresta estacional decidual 1P indice Pluviométrico

As sementes foram transportadas para o Laboratorio de Biologia In Vitro,
Universidade de Ghent — Bélgica, com devida autorizacdo do Instituto Brasileiro de
Meio Ambiente.

Propagacéo in vitro e ex vitro
De cada gendtipo, foram selecionadas cinquenta drupas, decorticadas e
colocadas em tubos falcon de 15 mL contendo Etanol 70% e agitados continuamente por

1 minuto. Depois desse periodo, drenado o etanol, os tubos receberam solucdo de NaCIO
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6% e uma gota de Tween 20, sendo entdo encaminhados ao agitador rotativo por 30
minutos a 70 rpm. Os recipientes foram, entdo, removidos a uma camara de fluxo
horizontal onde tiveram a solucdo drenada e as sementes triplamente enxaguadas com
agua destilada e esterilizada, em intervalos de um minuto e agitacdo manual continua.

Depois de drenadas, o excesso de &gua era removido em papel filtro
esterilizado e as sementes colocadas em placas de Petri descartaveis contendo meio de
cultivo K1 (2,154 g MS sem vitaminas; 10,000 g sacarose; 0,100 g myo-inositol; 0,500 g
MES:; 8,00 g L™ e pH 5,7) e encaminhadas a camaras de crescimento a 25° C e regime de
luminosidade 16/8 h.

As placas eram checadas diariamente para evitar contaminacdo e em média
apos trés semanas as sementes comecaram a germinar (Figura 2).

Foram feitas observacOes diarias das placas para evitar contaminacédo e, em
média, apos trés semanas, as sementes comegavam a germinar.

Uma vez completamente germinadas, parte das plantulas foram repicadas
para recipientes maiores contendo meio de cultivo suplementado para espécies lenhosas
- 2,463g McCown Woddy Plant com vitaminas (Duchefa Biochemie ®); 20,000 ¢
sacarose; 0,500 g MES, 7,500 g agar e pH 5,8. Foram submetidas a repicagem, a medida
de seu desenvolvimento, para recipientes maiores contendo 0 mesmo meio.

Outra parte das plantulas foi repicada em bandejas contendo substrato
turfoso comercial e acondicionadas em camaras de crescimento para espécies ex vitro, a
25°C e regime de luminosidade 16/8 horas, irrigadas manualmente. A medida de seu

desenvolvimento, as plantas eram transplantadas para potes individuais e maiores.

Selecdo de plasmideo e cultivo de agrobactéria

Considerando o objetivo inicial deste trabalho em padronizar um protocolo
para superexpressao de enzima IDS na pimenta rosa e aumentar a producgéo de terpenos,
foi escolhido o vetor binario de superexpressdo pK7FWGF2: NLS-GFP (Karimi et al.,
2002).

A espinha dorsal do vetor é o plasmideo pPZP200 (6.7kb) que possui origem
de replicacdo em Agrobacterium (pVS1) e genes de resisténcia a estreptomicina e a

espectinomicina que permitem sua selecdo em bactéria.
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Neste vetor, o fragmento de interesse € inserido entre o promotor e 0
terminador do 35S do CaMV (altamente ativo na maioria das células vegetais). As
bordas do T-DNA sdo obtidas do plasmideo pTiT37, contendo repeticdo de 25bp e
bordas sem sequéncias inseridas. O vetor também apresenta um marcador nptll
(neomicina fosfotransferase 11) que confere resisténcia a canamicina e um gene reporter
que codifica uma proteina de fluorescéncia (GFP), cuja expressdo é controlada pelo

promotor rolD, ligado ao sinalizador do reticulo endoplasmatico EgfpER (Figura 1).
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Figura 1. Vetor de superexpressao pK7WGF2,0. O gene de interesse € inserido entre 0s
sitios attR1 e attR2 por recombinacdo homéloga e sua expressdo é controlada pelo
promotor 35S. Os genes de resisténcia a antibidticos estdo representados em rosa:
estreptomicina (Sm) e espectinomicina (Sp) para bactérias recombinantes e canamicina
(Kan) em planta. O gene repdrter Egfp (verde) é expresso sob o controle do promotor
rolD. RB e LB (cinza) representam as bordas direita e esquerda do T-DNA. Fonte:

http://www.psbh.ugent.be/gateway/

Uma vez determinado o vetor utilizado na transformacéo, foram iniciadas as
culturas de Agrobacterium rhizogenes a partir de cepas criopreservadas da colecdo do
Laboratorio de Biologia In Vitro da Universidade de Ghent.

As cepas foram colocadas em tubos falcon contendo 3,00 mL de meio

liquido YEB (5,00 g extrato de carne; 1,00 g extrato de levedura; 5,00 g peptona; 5,00 g
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sacarose; 2,00 g 1M MgS0,.7H,0 e pH ajustado a 7,2); estreptomicina (300 mg L™),
espectinomicina (100 mg L™) e rifampicina (100 mg L™); acondicionadas em agitador
rotativo a 220 rpm, em sala escura com temperatura ambiente de 28°C durante 48 horas.

Em seguida, 48 uL da pré-cultura foram aliquotados em novo tubo falcon
com 15 mL de YEB liquido contendo os mesmos antibidticos e 5 uL de acetoseringona.
Essa solucdo foi acondicionada em agitador rotativo, sob as mesmas condigdes
ambientes, por mais 24 horas antes dos procedimentos de transformacéo.

Momentos antes dos procedimentos de transformacdo, os tubos contendo
cultura de agrobactéria foram centrifugados a 7000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante
descartado e os pellets lavados trés vezes com buffer (500 uL 1M MgCI2.6H20; 1000
uL 0,5M MES (pH 5.6) e 48,5 mL mQH-,0) e centrifugacdo nas condicdes anteriores

entre lavagens.

Transformagéo de plantas in vitro e ex vitro por imersao
In vitro

Numa camara de fluxo horizontal, folhas jovens completamente expandidas
de cada gendtipo foram excisadas sem comprometimento das matrizes, utilizando pingas
e bisturis esterilizados. As folhas foram, entdo, dispostas sobre papel filtro esterilizado e
tiveram seu lado abaxial levemente arranhados com bisturi em sentido transversal a
nervura central. Em seguida, esses explantes foram imersos em solucdo de
Agrobacterium por dois minutos e cuidadosamente dispostos com parte abaxial para
cima, em placas de Petri descartaveis contendo meio de cultivo sélido (McCown Woody
Plant com vitaminas) preparado com acetoseringona (100 uL L™) e AVG — amino-
etoxivinilglicina (100 uL L™). As placas foram seladas com fita microporosa e
acondicionadas em sala escura a 28°C, por 72 horas.

Depois desse periodo de pre-cultivo, em cdmara de fluxo, os explantes foram
cuidadosamente lavados em solucdo de Timentin (250 mg L™) e &gua esterilizada, para
remocao do excesso de Agrobacterium. Foram dispostos em novas placas contendo meio
de cultivo so6lido (McCown Woody Plant com vitaminas) preparado com Salicilato 1M
(100 uL L™, Tiosulfato de Prata 0,02M (3 mL L™) e Timentin (150 mg L™). As placas

foram acondicionadas sob as mesmas condi¢6es do pré-cultivo e observadas diariamente
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para evitar contaminacOes e crescimento excessivo do Agrobacterium, por tempo
necessario ao aparecimento de hairy roots que foram finalmente separadas dos explantes
e colocadas em mesmo meio de cultivo livre de hormdnios para crescer
independentemente. O controle de hairy roots transformadas foi realizado de maneira
visual através do diagnostico de expressdo da proteina de fluorescéncia no nucleo
vegetal (GFP:NLS) em microscopio de fluorescéncia.

Ex vitro

Folhas jovens e completamente expandidas de cada genotipo foram
coletadas individualmente em recipientes contendo agua destilada para remocdo de
impurezas suspensas. Depois de manualmente agitadas, as folhas foram transferidas para
outros recipientes contendo solucdo de agua destilada autoclavada (180 mL), HazTab
(20 mL de solucdo previamente dissolvida, 1 capsula L™) e uma gota de Tween 20 e
levadas ao agitador rotativo a 150 rpm durante 30 minutos.

Em seguida, os recipientes foram abertos dentro de camara de fluxo
horizontal e os explantes transferidos para recipientes com agua destilada autoclavada e
agitados manualmente por um minuto para enxague, repetindo o procedimento trés
vezes para completa remocdo de detergentes da superficie dos explantes. Uma vez
esterilizadas, as folhas foram colocadas sobre papel filtro para remocao do excesso de
agua e suas bordas removidas com auxilio de pinca e bisturi. Cada folha foi entéo
cortada em discos foliares (em média 1 cm?) preservando a nervura central que foi
levemente arranhada com bisturi antes de sua imersdo em solucdo de agrobacteria por 2

minutos (Figura 2).
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Figura 2. Etapas durante infeccdo de S. terebinthifolius com A. rhizogenes. A

esterilizacdo, triplo enxague dos explantes; B excisdo das bordas e ferimento nas
nervuras antes da imersdo em solugdo de Agrobacterium; C explantes j& infectados,
dispostos em placas com meio pré-cultivo. UGhent, Laboratory of In Vitro Biology,
2014,

Depois de infectados, os explantes foram dispostos em placas de Petri
contendo meio pré-cultivo descrito no item anterior (in vitro). Todos os procedimentos
empregados a partir desta etapa foram idénticos aos detalhados com explantes in vitro.

Transformacao de plantas ex vitro por agroinfiltracdo

Folhas jovens e completamente expandidas tiveram regido entre nervuras
aleatoriamente infiltradas com solucdo tamp&o contendo Agrobacterium rhizogenes
utilizando seringas de 5 mL. A éarea infiltrada fora cuidadosamente demarcada para
identificacdo durante procedimento de exciséo de explantes.

Trés dias ap6s procedimentos de agroinfiltracdo, as folhas infectadas foram
coletadas e esterilizadas seguindo protocolo anteriormente descrito. A excisao de discos
foliares (1 cm?) para producéo de hairy roots foi realizada de maneira a preservar pelo
menos duas areas entre nervuras infectadas por disco que também foram
cuidadosamente arranhados no sentido transversal a nervura central.

O explantes foram entdo dispostos em placas de Petri contendo apenas meio
sélido para espécies lenhosas e armazenados em quarto escuro, a 28°C, aguardando o
desenvolvimento de hairy roots. Nesse periodo, os explantes eram observados
diariamente para evitar qualquer proliferacdo de contaminacdo e/ou crescimento

excessivo da agrobactéria.
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Figura 3. Etapas durante infeccdo por agroinfiltracdo com A. rhizogenes em S.
terebinthifolius. A- procedimento de agroinfiltragdo em folhas jovens e expandidas; B-
esterilizacdo das folhas em solucdo contendo Tween 20 e Haztab; C- preparo dos
explantes foliares; D- explantes trés dias apds pré-cultivo apresentando

supercrescimento do Agrobacterium. UGhent, Laboratory of In Vitro Biology, 2014.

Anélise de dados

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com
vinte e cinco repeti¢bes cada, analisados como parcela subdividida no tempo.

A andlise de dados ocorreu através do aplicativo SISVAR (Programa de
Anélises Estatisticas v.5.3. UFLA, MG). As varidveis foram submetidas a analise de
variancia e, quando significativas pelo teste F, comparadas pelo teste de médias Tukey, a
5% de probabilidade. As médias coletadas em funcio do tempo decorrido pds-infeccao,

foram ajustadas equacdes de regresséo.

3. RESULTADOS
Imersao de explantes cultivados in vitro

Os discos foliares de explantes cultivados in vitro iniciaram a formacao de
hairy roots por volta do décimo primeiro dia ap6s infeccdo por imersdo (Figura 4). A
maior producdo de raizes transformadas ocorreu por volta do 30° dia apds infeccéo; no
entanto, ndo houve interacdo significativa entre os genoétipos e tempo de coleta das

raizes (dias apés infecgdo) (Tabela 2).



Figura 4. Desenvolvimento de hairy roots em explantes de S. terebinthifolius imersos

em solucéo de A. rhizogenes, 21 DAI. UGhent, Laboratory of In Vitro Biology, 2014.

Tabela 2. Resumo da andlise de variancia do nimero de hairy roots e hairy roots
expressando GFP provenientes de explantes de S. terebinthifolius cultivados
in vitro apds infeccdo por imersdo em solucdo de A. rhizogenes. UGhent,

Laboratory of In Vitro Biology, 2014.

Quadrado Médio

FV GL Hairy Roots Hairy Roots GFP
Repeticdes 24 14.6933 4.0492
Gendtipos 2 121.1200" 41.4533"
Erro A 48 8.3005 3.0737

DAI 2 48.8533" 9.6533"
Gen*DAl 4 10.2733" 1.2067"
Erro B 96 0.9956 0.7298
C.V.1 (%) 42.04 64.72
C.V.2 (%) 43.41 71.82
Meédia Geral 2.37 1.32

“significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F; ™ néo significativo

O genotipo DDO apresentou significativa aptiddo a regeneragdo e producéao
de raizes transformadas (68% dos discos foliares aos 45 dias), seguido por ES (56%) e

SM (32%), respectivamente (Figura 5).
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Figura 5. Comparacdo entre médias de raizes expressando GFP por disco foliar dos
gendtipos de S. terebinthifolius cultivados in vitro, em funcéo dos dias apés infecgdo por
imersdo em solucédo de A. rhizogenes. *Médias seguidas pela mesma letra mindscula ndo
apresentaram diferenca estatistica em funcdo do gendtipo; médias seguidas pela mesma
letra mailscula ndo apresentaram diferenca estatistica em funcdo de DAI, segundo
Tukey 5%. UGhent, Laboratory of In Vitro Biology, 2014.

Imersao de explantes cultivados ex vitro

Os explantes provenientes de plantas cultivadas ex vitro apresentaram
diferencas significativas na producdo de raizes transformadas em funcéo do gendtipo e

tempo decorrido pds infecgdo (DAI), havendo interacéo entre os fatores (Tabela 3).
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Tabela 3. Resumo da analise de variancia do numero de hairy roots e hairy roots

expressando GFP provenientes de explantes de S. terebinthifolius cultivados

ex vitro apos infeccdo por imersdo em solucdo de A. rhizogenes. UGhent,

Laboratory of In Vitro Biology, 2014.

Quadrado Médio

FV GL Hairy Roots Hairy Roots GFP
Repeticbes 24 23.0174 8.9025
Genotipos 2 171.4444%* 68.9911"
Erro A 48 16.9629 6.9587

DAI 2 18.8577" 8.4044"
Gen*DAI 4 2.0644" 1.5244"
Erro B 96 0.5274 0.6725
C.V.1 (%) 24.80 46.02
C.V.2 (%) 32.96 39.00
Meédia Geral 2.93 1.78

“significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F; significativo, a 5% de
probabilidade, pelo teste F

Todos os gendtipos avaliados apresentaram raizes com maior expressao de
GFP aos 30 DAI. O gendtipo DDO apresentou superioridade significativa a
transformacédo (76% dos discos foliares aos 30 dias), ndo sendo observada diferenca

estatistica para transformacdo entre os genotipos ES e SM , independente do periodo de

avaliacéo (Figura 6).
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Figura 6. Comparacdo entre médias de raizes expressando GFP por disco foliar dos

gendtipos de S. terebinthifolius cultivados ex vitro, em funcéo dos dias apos infecgcdo por
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imersdo em solucdo de A. rhizogenes. *Médias seguidas pela mesma letra minuscula ndo
apresentaram diferenca estatistica em funcdo do gendtipo; médias seguidas pela mesma
letra mailscula ndo apresentaram diferenca estatistica em funcdo de DAI, segundo
Tukey 5%. UGhent, Laboratory of In Vitro Biology, 2014.

Agroinfiltracao

A analise de variancia de hairy roots e hairy roots transformadas resultantes
de agroinfiltracdo em folhas expandidas de S. terebinthifolius apresentou diferencas
significativas em funcdo dos genoétipos e dos dias apés infeccdo (DAI), com interacao
entre 0s mesmos (Tabela 4).

Tabela 4. Resumo da analise de variancia do numero de hairy roots e hairy roots
expressando GFP provenientes de explantes de S. terebinthifolius cultivados ex vitro
apos infeccdo por agroinfiltracdo com solucdo de A. rhizogenes. UGhent, Laboratory of
In Vitro Biology, 2014.

Quadrado Médio

FV GL Hairy Roots Hairy Roots GFP
Repeticbes 24 8.4844 4.6362
Gendtipos 2 660.2711** 389.0978**
Erro A 48 8.5627 5.1162

DAI 2 317.1377** 86.4578**
Gen*DAI 4 110.8778** 62.4044**
ErroB 96 1.2875 1.2771
CV.1 (%) 27.69 41.21
C.V.2 (%) 27.57 39.69
Meédia Geral 4.10 2.74

“significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F

Curiosamente, os discos de explantes submetidos a agroinfiltragdo com
solucdo de Agrobacterium apresentaram inducdo espontanea de callus com subsequente

diferenciacéo de raizes sem adi¢do de horménios em meio de cultivo (Figura 7).
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Figura 7. Inducdo espontanea de callus em explantes de S. terebinthifolius apds
agroinfiltragdo com solucdo de A. rhizogenes e diferenciacdo em raizes expressando
GFP sem adigdo de horménios. A- explante DDO com formacdo de callus em regides
seccionadas 7 DAI; B- diferenciacdo de hairy roots em explante DDO sem adic¢éo de
hormonios 30 DAI; C- indiferenciacdo tecidual em areas seccionadas 7 DAI; D- inicio
de diferenciacdo tecidual em raizes 10 DAI; E- diferenciacdo de hairy roots 15 DAI; F-
expressdo de proteina de fluorescéncia verde em nucleos de raizes diferenciadas.
UGhent, Laboratory of In Vitro Biology, 2014.

O teste de médias evidencia, mais uma vez a superioridade do gendtipo
DDO para transformacéo mediada por Agrobacterium, com maior expressdo de GFP aos
30 dias (78% das raizes) e também estabilidade compara aos demais genétipos (Figura
8).
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Figura 8. Comparacdo entre médias de raizes expressando GFP por disco foliar dos
gendtipos de S. terebinthifolius cultivados ex vitro, em funcéo dos dias apos infeccdo por
agroinfiltracdo de solucdo contendo A. rhizogenes. *Médias seguidas pela mesma letra
minUscula ndo apresentaram diferenca estatistica em fungdo do gendtipo; médias
seguidas pela mesma letra mailscula ndo apresentaram diferenca estatistica em funcéo
de DAL, segundo Tukey 5%. UGhent, Laboratory of In Vitro Biology, 2014.

Uma comparacdo visual entre os genotipos submetidos a agroinfiltracéo

também ajudou a reconhecer diferencas nas respostas a metodologia aplicada (Figura 9).
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AR2 - DDO

Figura 9. Comparacédo visual entre genotipos de S. terebinthifolius, trés semanas apos
agroinfiltracdo com solucdo de A.rhizogenes. A- formacdo espontanea de calli em
gendtipo SM, com excesso de escurecimento tecidual no explante; B- diferenciacdo de
hairy roots em gen6tipo DDO com massiva producédo de calli sem adigdo de horménio;
C- formacdo esponténea de calli em genétipo ES com moderado escurecimento tecidual.
UGhent, Laboratory of In Vitro Biology, 2014.

A comparagdo entre analises de regressdo das diferentes formas de infeccéo
empregadas em funcdo dos dias pds infeccdo ajudaram a evidenciar a superioridade do
gendtipo DDO, independente da metodologia empregada (Figura 10).



67

3
3

+DDO # DDO
.SM B ICEY C

A o o~ @ e
m
73
®

Raizes transformadas
Raizes transformadas

w e

b 10 2 30 0 50 0 10 20 30 4 50 0 10 20 30 10 50
Dias apés infeccio Dias apés infeccio Dias apos infeccio

Figura 10. Numero médio de raizes expressando GFP por disco foliar dos genotipos, em
funcdo de dias ap6s infeccdo com A. rhizogenes. A- In Vitro DDO = -0.052+0.1925x-
0.0034x%, R?2 = 0.9872; SM = -0.036+0.0763x-0.0014x%, R? = 0.9571; ES =
0.014+0.0889x-0.0016x%, R = 0.9956; B- Ex Vitro DDO = -0.008+0.2301x-0.0038x?,
R2 = 0.9998; SM =0.008+0.1259x -0.0023x%, R2? = 0.9992; ES =0.046+0.1017x -
0.0019x%, R?2 = 0.9601; C- Agroinfiltracdo DDO = -0.464+0.3051x-0.003x%, R? =
0.8876; SM = 0.01+0.0913x-0.0015x?, R = 0.9983; ES =0.024+0.1163x -0.0018x% R2 =
0.9946. UGhent, Laboratory of In Vitro Biology, 2014.

A comparagdo visual entre as formas de infec¢do para um mesmo genotipo

(DDO) também ressaltou a diferenca dos métodos empregados para infeccdo dos

explantes (Figura 11).

Figura 11. Respostas do genétipo DDO a diferentes metodos de infeccdo por A.
rhizogenes. A- hairy roots em discos foliares de plantas in vitro submetidos a imersao;
B- hairy roots em discos de plantas cultivadas ex vitro submetidas a imersdo; C- hairy
roots em discos de plantas ex vitro submetidas a agroinfiltracdo. UGhent, Laboratory of
In Vitro Biology, 2014.
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Reforcando as conclusfes induzidas pela comparagdo visual, a anélise de
regressdo comparativa entre diferentes métodos de infeccdo para o gendtipo DDO
também demonstra significativa diferenca e melhores resultados a partir da

agroinfiltracdo (Figura 12).
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Figura 12. Namero de raizes transformadas (expressando GFP) ao longo do tempo, em
funcdo do método de infeccdo empregado em explantes de S. terebinthifolius, gendtipo
DDO. UGhent, Laboratory of In Vitro Biology, 2014.

A comparacao visual entre raizes transformadas pela técnica de imersdo e
pela infiltragdo (Figura 13) demonstra que raizes provenientes da segunda metodologia
sdo anatomicamente diferentes, mais expessas, avermelhadas e cheias de pélos

absorventes, com crescimento rapido e agressivo apos excisdo dos discos foliares.
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Figura 13. Comparacdo visual entre hairy roots excisadas de S. terebinthifolius,
gendtipo DDO. ARL1.A hr de explantes imersos em A.rhizogenes apds 15 dias de
excisdo; AR2.A hr de explantes agroinfiltrados com A.rhizogenes ap6s 15 dias de
excisdo; AR1.B hr de explantes imersos ap6s 30 dias de excisdo; AR2.B hr de explantes
agroinfiltrados apos 30 dias de excisdo. UGhent, Laboratory of In Vitro Biology, 2014.

4. DISCUSSAO

A inducdo de hairy roots a partir do plasmideo Ri (root inducing) do
Agrobacterium rhizogenes tem sido amplamente utilizada ha mais de uma década, na
producdo de compostos aromaticos e farmacéuticos de diversas espécies medicinais,
como a Ruta graveolens, Plumbago indica, Pueraria phaseoloides, Gossypium
barbadense, Pelargonium sp. Mas esta € a primeira vez que um protocolo para
transformacdo eficiente de Schinus terebinthifolius é estabelecido (SHI e KINTZIOS
2003; SAXENA et al., 2007; FRANKFATER et al., 2009; SIDWA-GORYCKA et al.
2009; GANGOPADHYAY et al., 2010).
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Os resultados demonstram a sucetibilidade da espécie ao A. rhizogenes.
Antes do desenvolvimento da metodologia empregada para transformacgéo, foram
realizados testes preliminares com A. tumefasciens sem éxito, sendo provavel que os
gendtipos cultivados ja tinham resisténcia adquirida por sua proveniéncia nativa.

As menores frequéncias de transformagdo ocorreram quando foram
utilizados explantes cultivados in vitro, sendo 68%, 32% e 56% para os gen6tipos DDO,
SM e ES, respectivamente, aos 30 DAI. Os maiores problemas relacionados a esse
procedimento foram escurecimento dos discos foliares apoOs infeccdo, crescimento
excessivo do Agrobacterium, mesmo em meio contendo antibioticos e silenciamento de
expressdo da GFP por volta dos 45 dias.

O escurecimento em explantes de plantas medicinais € muito comum no
cultivo in vitro devido a producdo acentuada de substancias fendlicas que atuam como
cicatrizadoras teciduais uma vez que alguma leséo é sinalizada. Ao mesmo tempo, uma
vez que a planta ¢ infectada por um patdgeno, ocorre o ‘engatilhamento’ da rota para
secrecdo de etileno, aumentando o processo oxidativo dos explantes (ROUT et al., 2000;
WANG et al., 2002; JACOBO-VELAZQUEZ e CISNEROS-ZEVALLOS, 2012).

Ao meio de cultivo foram adicionados trés compostos quimicos que atuam
na recepgéo e intercepcdo do etileno. O primeiro, muito comum em meios de cultivo, foi
o tiosulfato de prata que atua como receptor, provocando a precipitacdo e diminuindo a
concentracdo externa do etileno. O segundo, também consagrado, foi o salicilato que
inibe EFE, enzima terminal na rota biossintética do etileno. E, por dltimo, o AVG,
reconhecido como importante inibidor da ACC sintase, blogueando a sintese do
substrato precursor do etileno (STEINITZ et al., 2010; JACOBO-VELAZQUEZ e
CISNEROS-ZEVALLOS, 2012; NAJEEB et al., 2015).

No entanto, é preciso ressaltar que os explantes cultivados in vitro nédo
apresentavam o mesmo desenvolvimento nem a mesma plasticidade das folhas ex vitro,
dificultando inclusive a excisdo de discos foliares. Talvez, a menor espessura e falta de
aparatus fotossintético tenha estimulado a constante recidiva de supercrescimento do
Agrobacterium em sua superficie, estimulando a cada vez maior estresse oxidativo dos
explantes. Da mesma maneira, o silenciamento do EQGFP deve estar relacionado a um
mecanismo adaptativo e também de defesa (WATERHOUSE et al., 2001).
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Explantes cultivados ex vitro, também submetidos & imerséo, tiveram
producdo de hairy roots potencializada em relacdo aos in vitro, sobretudo o gendtipo
DDO com média de producéo de 3,48 raizes transformadas aos 30 dias (76% frequéncia
de transformacdo por explante). Apesar do processo laborioso de esterilizacdo dos
explantes ex vitro antes de sua infecgdo por Agrobacterium, as diferencas de ordem
morfologica em relacdo aos in vitro fazem com que a rotina de procedimentos de
excisdo e infeccdo sejam mais rapidas e eficientes. Os gendtipo SM ndo apresentaram
aumento significativo na producdo média de raizes e, ainda, repetiram 0s sintomas
prévios de supercrescimento de Agrobacterium em explantes com mais de 30 DAI.

O maior tempo de incubagéo de explantes para obtencdo de hairy roots nem
sempre resulta em aumentos na frequéncia de transformacdo; do contrério, favorece o
supercrescimento da bactéria. O numero de células de Agrobacterium tem sido
considerado um fator critico na eficiéncia da transformacdo, pois sua presenga em
excesso faz com que se comporte como parasita da célula vegetal, roubando as fontes de
nutrientes necessarios a regeneracao tecidual (MANNAN et al., 2009; LIU et al., 2014).

Problemas relacionados ao supercrescimento de bactéria ndo foram
identificados quando empregada metodologia de agroinfiltracdo nos explantes, sendo
possivel cultiva-las em meio sem adi¢do de antibidticos. A agroinfiltracdo consiste em
forcar a suspensdo de Agrobacterium através das aberturas estomatais da planta,
podendo apresentar limitaces em funcdo da arquitetura foliar e variando inclusive em
funcdo do genGtipo da espécie transformada (WROBLEWSKI et al., 2005;
MANAVELLA e CHAN, 2009).

A S. terebinthifolius respondeu bem ao tratamento, ndo apresentando
necroses em regides infiltradas, como é recorrente em algumas espécies. Apenas as
folhas mais velhas apresentavam resisténcia a injecdo da solugdo; por isso, é
recomendavel a escolha de folhas jovens, maleaveis, mas completamente expandidas.

O resultado mais surpreendente do emprego dessa técnica foi a inducéo de
calli em todos os genotipos, antes do aparecimento de hairy roots. Ndo foram
encontrados relatos semelhantes na literatura consultada para comparacéo ou elucidagéo
dessa desdiferenciacdo; por isso, recomenda-se investigar os fenémenos fisioldgicos

decorrentes deste procedimento na espécie. As hairy roots regeneradas a partir dos calli
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apresentaram 98% de frequéncia de transformacédo, aos 30 DAI, para o genotipo DDO,
que também obteve a maior média de raizes transformadas por explante (7,36).

Novamente, 0s genotipos SM e ES ndo responderam bem a metodologia
aplicada. Mesmo apresentando os mesmos sintomas de inducdo de calli nas regides
seccionadas, o gendtipo SM manifestou escurecimento e necrose tecidual antes mesmo
da diferenciacdo de raizes, na maioria dos discos foliares. O nUmero de raizes
diferenciadas por disco foliar, de ambos gendtipos, foi semelhante aos procedimento
anterior, o que leva a sua exclusao na selecdo de linhagens elite a transformacéo.

A introducdo transgénica utilizando a agroinfiltracdo tem demonstrado ser
um meétodo rapido, barato e facilmente adaptavel quando se persegue o aumento da
expressao de genes transientes. Inicialmente desenvolvida para Nicotiana benthamiana,
hoje é rotineiramente empregada em diferentes espécies vegetais (MARION et al., 2008;
WROBLEWSKI et al., 2009; CHEN et al., 2010; KING et al., 2015).

Diante dos resultados obtidos, pode-se concluir que o protocolo de
modificacdo por agroinfiltracdo é o mais eficiente para Schinus terebinthifolius. Neste
trabalho, seu emprego ndo somente possibilitou a producdo e expressdo transiente
massal em hairy roots, como viabilizou a escolha do gen6tipo DDO como linhagem elite
a transformacdo mediada por Agrobacterium rhizogenes. Espera-se, com isso, facilitar e
otimizar os trabalhos vindouros na engenharia metabdlica de terpenos e, dessa forma,

ampliar a cadeia produtiva de compostos desta promissora espécie medicinal.
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CONSIDERACOES FINAIS

A maior riqueza de uma nacdo é o seu patrimbnio natural e genético e,
apesar de o Brasil deter 20% da biodiversidade mundial, muito pouco se conhece sobre
sua flora medicinal. E preciso um amplo comprometimento com a estruturacio de um
banco de dados sobre nossas espécies nativas, ndo apenas para finalidade de
conhecimento e ensino, mas sobretudo para conservagao e protecdo de nosso patrimonio.

As espécies medicinais tém sido alvo de grande interesse pelas industrias na
atualidade e a comunidade cientifica tem direcionado maior parte seus estudos na
comprovacao de suas atividades farmacoldgicas. Mas é preciso ir além, visionar a cadeia
produtiva também implica na selecdo de genotipos apropriados, quimiotipos especificos,
linhagens elite para producdo de metabdlitos. E todo esse trabalho € precedido por
estudos de diversidade genética das espécies em seus locais de ocorréncia natural.
Compreender sua evolucdo, adaptacdo, distribuicdo de nichos e dispersdo também sdo
ferramentas indispensaveis para se evitar equivocos de estratégia produtiva como
ocorrido no passado com a pimenta rosa.

O uso de ferramentas biotecnoldgicas deveria ser um aliado regular, mas
ainda é fortemente influenciado pela percepcdo e receptividade popular que associa a
producdo de plantas medicinais ao selo ‘natural’, que, para a maioria das pessoas,
conflitua com as praticas moleculares e biotecnoldgicas. Mesmo a legislagéo brasileira
impde praticas de cultivo dentro do conceito de producdo organica que limita o setor a
agricultura familiar e inviabiliza sua producdo em larga escala para o preparo de
fitoterapicos.

Enquanto isso, em paises desenvolvidos, a implantacdo de biofébricas
expande-se a passos largos, otimizando a producdo de metabdlitos atraves da engenharia
genética de espécies nativas dos tropicos e que, ironicamente, servirdo para a
composi¢do de medicamentos alopaticos consumidos pelos paises detentores da matéria
prima vegetal. E preciso ampliar o debate, mas sobretudo ampliar o conhecimento e

quebrar conceitos equivocados que impedem o desenvolvimento.



