UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS ,
COMISSAO DE GRADUGCAO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

Similaridade quimica:
mais uma evidéncia para o esquema filogenético da
origem de Asteraceae

Monografia apresentada ao
Instituto de Biociéncias da
UFRGS como parte dos pré-
requisitos para a obtengdo do
titulo de Bacharel em Ciéncias
Biol6gicas — Enfase Molecular,
Celular e Funcional.

Aluna: PAMELA PERINI

Orientador: Prof. Dr. Geraldo Luiz Gong¢alves Soares
Departamento de Boténica/ IB/ UFRGS
Laboratério de Ecologia Quimica e Quimiotaxonomia Vegetal

Porto Alegre, 9 de Dezembro de 2008.

0O L. 6. SOARES

BIO : ProfessorAdjunto
BIO - Departamento de Boténica
443 e IBUFRGS

(RS - 1BIO



Agradecimentos...

A Deus, pela inspiragcdo que nos concede... a Vida!

A meu pai, Rudi, por sempre me apoiar e acreditar em mim...

A minha mde, Lurdes, por ser meu exemplo de mulker amante e guerreira...

A minha irma, Roberta, pela companhia, cumplicidade e chocolates roubados...

A meu anjo, Cassiano, pelo carinho e partilha de angiistias e ansiedades...

A meu Orientador, Geraldo, pela acolhida, ensinamentos e comum paixdo pela quimica...
A meu colega de laboratério, Tiago, pela ajuda e incentivo...

A Dra. Mara R, Ritter e Msc. Luis Fernando P. Lima, pela atengdo e colaboracdo a este
trabalho...

Aos colegas e amigos, por me acompankarem dentro e fora do Campus da Academia, nos bons e

maus momentos...



Sou daquelas pessoas que pensam que a (Ciéncia
guarda uma grande beleza. Um sdbio em seu
laboratério, ndo é apenas um técnico; é também
uma crianga, posto ante fenémenos naturais que
0 impressionam como um conto de fadas.

(Marie Curie)



O presente trabalho foi escrito conforme instru¢des para publicagdo na revista cientifica
BIOCHEMICAL SYSTEMATICS AND ECOLOGY, ISSN: 0305-1978,
periodico ao qual pretende-se submeté-lo.



Similaridade quimica: mais uma evidéncia para o esquema
filogenético da origem de Asteraceae

Pamela Perini®* e Geraldo L.G. Soares®

*Laboratério de Ecologia Quimica e Quimiotaxonomia Vegetal, Instituto de Biociéncias, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, 91501-970, Porto Alegre, Brasil.

Resumo

A andlise da ocorréncia de metabdlitos secundarios de Barnadesioideae, subfamilia basal de
Asteraceae, além das familias Calyceraceae e Goodeniaceae foi feita com o objetivo de elucidar suas
relagbes de parentesco. O perfil quimico micromolecular foi estabelecido a partir de pesquisa
bibliogréfica. Observa-se em todos esses grupos a retragdo progressiva da sintese de iridoides a partir das
Calyceraceae. A andlise de agrupamento por similaridade quimica via coeficiente de Jaccard revelou a
distingdo dos géneros de Goodeniaceae e agrupou indiscriminadamente os géneros de Calyceraceae e
Barnadesioideae. Assim, a caracterizacdo da quimica micromolecular desses dois Gltimos grupos nédo €
suficiente para a delimitagio precisa da origem das Asteraceae, pois ndo permitiu o posicionamento claro
dos géneros, mas corrobora a proposta da APG II apresentando mais um indicio que sustenta Calyceraceae
como grupo irmdo de Asteraceae. Os dados quimicos apresentados sustentam a inclusdo das Calyceraceae
na ordem Asterales.

Palavras-chaves: Calyceraceae; Goodeniaceae; Barnadesioideae; flavonéides; iridéides; similaridade
quimica

1. Introdugfio

A familia Asteraceae ¢ considerada uma das mais diversas dentre as Eudicotiledoneas, abrigando
espécies de importancia alimenticia, agricola, ornamental e farmacéutica. Contudo, apenas recentemente
suas afinidades filogenéticas comegaram a ser esclarecidas, especialmente sua relagdo com as familias
Campanulaceae, Goodeniaceae e Calyceraceae. A iltima familia é evolutivamente associada a Asteraceae
pela maioria dos estudos publicados, baseados tanto em dados morfologicos quanto macromoleculares. A
investigagdo e comparagio da quimica micromolecular desses grupos taxondmicos podem contribuir de
forma substancial para o fortalecimento de suas relagdes de parentesco.
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1.1. Circunsericéo dos grupos

A familia Asteraceae, segundo o APG II, Angiosperm Phylogeny Group II (2003), pertence a
ordem Asterales, juntamente com outras 11 familias, incluindo principalmente Campanulaceae,
Calyceraceae, Goodeniaceae (incluindo antiga Brunoniaceae), Menyanthaceae e Stylidaceae. Judd e
colaboradores (1999), por langarem m#o de uma proposta de classificagdo botanica semelhante aquela do
APG 1I, integrando caracteres morfoldgicos, genéticos e alguns quimicos, apresenta a mesma
circunscrigdo para essas familias.

Em outras propostas, como no sistema de Cronquist (1988), Asteraceae aparece isoladamente na
ordem Asterales, mas constituindo a subclasse Asteridae ao lado das ordens Campanulales (incluindo
Campanulaceae, Goodeniaceae, Stylidaceae e Brunoniaceae), Rubiales, Dipsacales e Calycerales, dentre
outras. Barroso et al. (1991) e Heywood (1993), para suas descrigdes, adotam a mesma classificagdo de
Cronquist, a excegio de enquadrar Calyceraceae a ordem Dipsacales. Dahlgren (1995) disp0s as Asterales
e as Campanulales na superordem Asteranae, e j citava similaridades quimicas quanto aos seus padrdes
biossintéticos. Destacava, porém, que as familias Calyceraceae (dentro da ordem Dipsacales),
Goodeniaceae e Stylidaceac pertenciam a outra superordem, Gentiananac-Cornanae. Assim, a
interpretagdo para a origem evolutiva das astericeas levou a estudos de parentesco com Dipsacaceae,
Calyceraceae, Rubiales-Dipsacales e Campanulaceae. Hoje, o principal grupo tido como potencial grupo-
irméo de Asteraceae é Calyceraceae (Lundberg e Bremer, 2003).

1.2. Caracterizagédo dos taxons estudados

A familia Asteraceae, também conhecida pelo antigo nome Compositae, possui distribuicdo
cosmopolita, sendo bem representada em regides tropicais, subtropicais e temperadas, mas pouco comuns
em florestas tropicais imidas e raramente aquaticas verdadeiras (Cronquist, 1988; Barroso et al., 1991;
Heywood, 1993). Sdo ervas ou subarbustos, menos freqiientemente arbustos, pequenas arvores ou lianas;
canais resiniferos ou laticiferos estdo as vezes presentes; geralmente com lactonas sesquiterpénicas, mas
auséncia de iridéide, e produtores do polissacarideo inulina, ao invés de amido nas porgdes subterrineas,
além da presenga eventual de poliacetilenos e O6leos essenciais terpénicos. Caracterizadas pela
inflorescéncia pseudantica, denominada capitulo, que imita uma flor @inica, com mecanismo especializado
para apresentagdo de pélen (o pélen é liberado no interior do tubo formado pelas anteras unidas,
empurrﬁdo para fora pelo posterior crescimento do estilete), e pelo fruto geralmente do tipo cipsela
(Cronquist, 1988; Heywood, 1993; Judd et al., 1999).

Asteraceae compreende cerca de 23.600 espécies em 1.620 géneros, agrupados, sensu APG II
(2003), em 11 grupos, ou, em outros sistemas, em até 17 tribos, reunidas em 4 subfamilias, das quais a
mais basal é Barnadesioideae, com uma tribo tnica, Barnadesieae. A divisdo das demais tribos nas
subfamilias Carduoideae e Cichorioideae, intermediarias, e Asteroideae, a mais derivada, é polifilética,
mas ainda é mantida porque suas relagdes filogenéticas sdo complexas e ndo completamente conhecidas
(Bremer, 1994; Judd et al., 1999). No Brasil, as asterdceas sdo muito comuns nas formagdes abertas, como
no cerrado ¢ nos campos, podendo também ser encontradas em florestas secundérias. No pais, estima-se
que ocorram, aproximadamente, 300 géneros e 2.000 espécies (Souza e Lorenzi, 2005).

Barnadesioideae ¢ considerada, filogeneticamente, a subfamilia mais basal das asterdceas. B
identificada pela presenga de espinhos axilares e tricomas na corola, cipsela e papus (Judd et al., 1999).



Por muito tempo, Barnadesioideae foi classificada como uma subtribo dentro da tribo Mutisieae. Contudo,
pela evidéncia da falta de uma inversdo de 22 kb no DNA cloroplastidial de seus representantes (Jansen e
Palmer, 1987), esse grupo foi elevado & subfamilia (Bremer e Jansen, 1992), sustentando as caracteristicas
de ser o grupo irmédo de todas as demais Asteraceae.

Barnadesioideae é constituida por 94 espécies descritas atualmente, pertencentes a 9 géneros que
ocorrem na América do Sul, especialmente na regido dos Andes: Arnaldoa Cabrera, Barnadesia Mutis ex
L.f., Chuguiraga Juss., Dasyphyllum Kunth, Doniophyton Wedd., Duseniella K.Schum., F ulcaldea Poir.,
Huarpea Cabrera, e Schlechtendalia Less. (APG 11, 2003). No Brasil, ha representantes dos géneros
Barnadesia, Dasyphyllum e Schlechtendalia (Barroso et al., 1991).

Calyceraceae compreende ervas e subarbustos que possuem, como as Asteraceae, inflorescéncia
do tipo capitulo e ovario uniovulado, diferenciadas pelo tipo de placentagdo, apical em Calyceraceae e
basal em Asteraceae. As flores, bissexuadas ou unissexuadas, ndo séo vistosas, e o fruto, cipsela, apresenta
célice persistente (Cronquist, 1988; Souza e Lorenzi, 2005).

Calyceraceae é uma familia pequena, com aproximadamente 60 espécies descritas para seus 6
géneros: Acarpha Griseb., Acicarpha Juss., Boopis Juss., Calycera Cav., Gamocarpha DC., e Moschopsis
Phil. (APG II, 2003). E uma familia exclusivamente sul-americana, sendo a maioria das espécies de
regides andina e antértica, ocorrendo em solos secos e sustentando vegetagdo arbustiva ou de estepe
(Barroso et al., 1991; Heywood, 1993). A {inica espécie com importéncia econdmica destacada parece ser
Acicarpha tribuloides, que é usada na medicina popular e tem despertado interesse (Meragelman et al.,
2006). No Brasil, os géneros Acicarpha, Boopis e Calycera sdo nativos, ocorrendo no total 5 espécies
concentradas na Regido Sul do pais, freqiientemente em dunas litordneas (Souza e Lorenzi, 2005).

Goodeniaceae, por sua vez, é constituida por ervas perenes, arbustos ou drvores, de ramos e
folhas camosos. As flores sdo bissexuadas e geralmente vistosas, com ovario bilocular (raramente
unilocular); reunidas em inflorescéncia do tipo capitulo ou aparecem como flores solitdrias, e ddo origem a
fruto do tipo capsula ou drupa carnosa (Barroso et al., 2001; Souza e Lorenzi, 2005). Muitas espécies sdo
cultivadas como ornamentais.

Goodeniaceae inclui cerca de 440 espécies em 12 géneros: Anthotium R. Br., Brunonia Sm.,
Coopernokia Carolin, Dampiera R. Br., Diaspasis R. Br., Goodenia Sm., Leschenaultia R. Br.,
Pentaptilon E. Pritz, Scaevola L., Selliera Cav., Velleia Sm., e Verreauxia Benth. (APG II, 2003). A
distribuicfio geografica de Goodeniaceae concentra-se na Austrélia, a excegdo de Selliera que se estende
para Nova Zelandia e Chile, e Scaevola, de distribuigdo pantropical (Heywood, 1993; Souza e Lorenzi,
2005). No Brasil, apenas uma espécie é encontrada como nativa, Scaevola plumieri, do Nordeste até o Sul
do pais, em solos arcnosos ou fazendo parte de manguezais (Barroso et al., 1991). Por ocorrer em dunas
litorAneas, 4reas sob constante ameaga da agdo humana, e por possuir populagdes geralmente bastante
esparsas, 8. plumieri é freqlientemente incluida em listas de espécies em extingéo (Souza e Lorenzi, 2005).
Outra espécie, S. aemula, é cultivada no sul do Brasil.

1.3. Rotas biossintéticas do chiquimato e do acetato-mevalonato

O metabolismo primario vegetal integra processos essenciais & vida, comuns aos seres vivos. O
metabolismo secundério, por outro lado, envolve a sintese, transformagdo e acimulo de substancias ndo
necessariamente essenciais ao seu produtor. Sdo compostos restritos a um nimero limitado de organismos,
com bioquimica e metabolismo especificos e tinicos, caracterizando-se como elementos de diferenciagdo e
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especializacdo (Gottlieb et al., 1996; Santos, 2004; Wink, 1999).

A origem de todos os metabolitos secundarios pode ser resumida a partir do metabolismo da
glicose, via dois intermediarios principais: o 4cido chiquimico e o 4cido acético (Mann, 1994). O acido
chiquimico origina os aminoécidos aromaticos (triptofano, fenilalanina e tirosina), precursores da maioria
dos metabdlitos secunddrios aromdticos, incluindo diversos tipos de alcaldides (inddlicos, quinolinicos,
isoquinolinicos e benzilisoquinolinicos), taninos hidrolisaveis, fenilpropandides e seus derivados
(lignéides e cumarinas). Os derivados do acetato sdo formados através de diferentes rotas metabdlicas, a
partir de unidades acetila fornecidas para compor o intermediario ativo: acetil-tio-coenzima A (ou acetil-
CoA). Os aminoacidos alifaticos e seus derivados originam-se no ciclo do écido citrico; os isoprendides,
precursores de terpendides de 6leos volateis, saponinas e esteréides, sdo produtos da via do mevalonato.
Os 4cidos graxos e as acetogeninas (policetideos), substincias de longas cadeias carbonadas, derivam, por
sua vez, da condensagdo de unidades de acetato. Ainda, alguns metabolitos secundérios derivam de ndo
apenas um desses intermediarios, mas sdo resultantes da combinagdo de uma unidade de acido chiquimico
e uma ou mais unidades de acetato ou derivados deste. Esse € o caso de antroquinonas e flavondides
(incluindo os taninos condensados ou proantocianidinas).

A quimiotaxonomia micromolecular, isto ¢, baseada nos metabélitos secundarios, compreende o
emprego de caracteres quimicos em sistemdtica vegetal, e sua utilizagdo vem aumentando gragas ao
desenvolvimento de técnicas analiticas cada vez mais aprimoradas (Gottlieb et al., 1996; Von Poser e
Mentz, 2004). A grande vantagem na criagdo de sistemas de classificagdo com base micromolecular é a
previsibilidade da ocorréncia de metabdlitos secundarios, o que torna esses sistemas uma ferramenta (til
na racionalizacgéo de estudos farmacologicos (Gottlieb et al., 1996).

Do ponto de vista micromolecular, as asterdceas sdo notéveis por sua grande diversidade de
metabdlitos secundarios, principalmente flavonoides, terpendides e poliacetilenos. As lactonas
sesquiterpénicas sdo a classe de compostos mais estudada e usada como marcador taxonémico (Da Costa
et al., 2005; Emerenciano et al., 1986; Seaman, 1982), seguida dos diterpenos (Alvarenga et al., 2005;
Seaman et al., 1990). Os flavonoides, por apresentarem diversidade estrutural e serem isolados em grande
escala em Asteraceae, também podem ser usados como marcadores taxondmicos micromoleculares
(Crawford, 1978; Emerenciano et al., 2001).

A subfamilia Barnadesioideae, em especial, pode ser considerada como o grupo-chave para o
questionamento quanto & origem das astericeas e seu desenvolvimento, incluindo a evolugdo de
estratégias bioquimicas apresentadas pelo grupo. Dessa forma, a investigagdo e a comparagdo da quimica
micromolecular desse taxon e de seus potenciais grupos irmos podem contribuir substancialmente para o
verificagiio da validade de suas relagtes de parentesco sugeridas por outros caracteres.

E, portanto, objetivo deste trabalho, entfio, estabelecer e analisar o perfil quimico micromolecular,
a partir de uma ampla pesquisa bibliografica, para Barnadesioideae, considerada a subfamilia mais basal
de Asteraceae, e para seus potenciais grupos irméos: as familias Calyceraceae e Goodeniaceae. Pretende-
se assim aprofundar o conhecimento das relagdes entre esses grupos, contribuindo para a elaboragdo de
um esquema filogenético com base quimica.

2. Material e Métodos

2.1. Banco de dados



Elaborou-se o perfil quimico micromolecular de Barnadesioideae, considerada a subfamilia mais
basal de Asteraceae, e de seus potenciais grupos irméos, as familias Goodeniaceae e Calyceraceae. Para a
elaboragio de tais perfis, foi realizada uma ampla pesquisa bibliogréafica, através de site de busca de
periddicos cientificos, como IST Web of Knowledge (2008), e base de dados especializada, como SciFinder
Scholar, software especifico para consulta da versdo on-line de Chemical Abstracts Service.

Com os dados obtidos da literatura foi construido um banco de dados acerca da ocorréncia de
compostos do metabolismo secundario vegetal dos trés grupos analisados e seus representantes, e esses
registros foram organizados em tabelas. O niimero de ocorréncias (NO) de um determinado metabélito
secundario, em um dado tdxon, representa a soma do nuimero de diferentes metabolitos secundérios
isolados para cada taxon pertencentes a uma determinada classe de compostos ou rota metabdlica. Essa
varidvel é um pardmetro extremamente Gtil em quimiotaxonomia a despeito de sua simplicidade
matemadtica, pois favorece a escolha do(s) marcador(es) quimiossistematico(s) do tédxon estudado.
Relagdes numéricas entre diversos grupos de metabolitos permitem verificar como um determinado taxon
explora as vias biossintéticas principais e permite tecer consideragdes de cunho evolutivo (Gottlieb et al.,

1996; Soares, 1996).
2.2. Relagoes FO/FL, ITA e C/AM

A razdo entre 0 NO de flavonas e o NO de flavonéis foi usada para o célculo da relagdo
flavona/flavonol (FO/FL), para o nivel hierarquico de familia (ou subfamilia, quando Barnadesioideae),
conforme Soares e Kaplan (2001). A ocorréncia de um mesmo composto em dois ou mais géneros
distintos de uma dada familia/subfamilia é contabilizada uma (nica vez. Essa relagdo biossintética esta
intimamente relacionada com a exploragéo da via do chiquimato. De maneira geral, grupos lenhosos ou
grupos basais de linhagens herbaceas tendem a apresentar valores de FO/FL. menores do que 1 (um)
(Soares e Kaplan 2001).

A especializagdo na utilizagdo da rota biossintética dos flavonéides foi considerada para o indice
de transformagdo do seu anel A (ITA) que é um bom indice para avaliar o status evolutivo de um grupo
taxondmico. Téxons que exploram bem essa rota costumam apresentar substitui¢tes nas posi¢gdes C6 e C8
e eventuais perdas na posi¢do C5, o que corresponde a um aumento no valor do ITA (Soares, 1996).

Ainda, conforme a origem metabdlica dos diferentes compostos secundérios — vias do chiquimato
ou do acetato-mevalonato —, calculou-se um indice para o uso preferencial de uma ou outra rota em cada
grupo. A relagdo chiquimato/acetato-mevalonato (C/AM) € a razéio entre 0 NO de metabdlitos derivados
da via do chiquimato ¢ 0 NO de metabélitos derivados das rotas biossintéticas do acetato ou do
mevalonato (Gottlieb et al., 1996). A ocorréncia de um mesmo composto em dois ou mais géneros
distintos de uma dada familia/subfamilia serd contabilizada uma tnica vez. Substincias sintetizadas a
partir de precursores de ambas as rotas de biossintese serdo considerados ocorréncia para cada uma delas.

2.3. Andlises de similaridade quimica e agrupamentos
O banco de dados com as ocorréncias de metabdlitos foi, finalmente, transformado em matriz

bindria para anédlise da similaridade quimica e agrupamentos entre os géneros e entre as
familias/subfamilia usando o software NTSYS-PC versdo 2.1 (Numerical Taxonomy and Multivariate



Analysis System) (Rohlf, 2000). O coeficiente de similaridade adotado foi o de Jaccard, que utiliza dados
qualitativos e possui a peculiaridade de omitir combinacBes negativas para agrupar os taxons. Esse
coeficiente é de baixa complexidade matemética e muito utilizado em analises fenéticas. A ocorréncia de um
caractere € representada por 1 (um) e sua auséncia por 0 (zero). Cada género, ou cada familia/subfamilia
em analise independente, ¢ considerado uma unidade taxondmica operacional (Operational Taxonomic
Unit ou OTU). O agrupamento foi conduzido usando o modo UPMGA (unweighted pair group method
with arithmetic averaging). Para essas andlises, foram ponderadas as categorias de substancias
consideradas marcadores quimiotaxondmicos para os géneros em questio, conforme levantamento.

3. Resultados e Discussio
3.1. Perfil Quimico

Foram encontrados registros da investigagio da composigéo quimica para um total de 70 espécies
dos trés grupos estudados: 41 espécies (pertencentes a 7 diferentes géneros) de Barnadesioideae, 10
espécies (5 géneros) de Calyceraceae, e 19 espécies (5 géneros) de Goodeniaceae. Com tais estudos,
cobriu-se representativamente cerca de 80% dos géneros de Barnadesioideae e Calyceraceae, e cerca de
42% do total de géneros descritos para Goodeniaceae. Para os seguintes géneros ndo ha descrigdes quanto
a sua composi¢do quimica: Duseniella e Huarpea (Barnadesioideae), Moschopsis (Calyceraceae),
Anthotium, Brunonia, Dampiera, Diaspasis, Leschenaultia e Pentaptilon (Goodeniaceae). As informagdes
foram compiladas em um banco de dados cuja anélise permitiu a defini¢do dos marcadores quimicos para
esses taxons a serem utilizados no estudo de similaridade quimica.

O ntmero de ocorréncias (NO) dos diferentes metabdlitos secundirios, pertencentes a
determinada classe de compostos, encontrados nos géneros de Goodeniaceae, Calyceraceae e
Barnadesioideae, sio apresentados na Tabela 1. Iridéides (monoterpenos lactdnicos), terpendides e
flavonéides sdo as categorias de substincias mais encontradas nesses tidxons. A estrutura quimica bésica
desses compostos est4 ilustrada na Figura 1. Os padrdes de substituigdo dos flavondides encontrados nos
grupos considerados estdo ilustrados na Figura 2. Essas figuras foram desenhadas com o auxilio do
software ISIS Draw 2.3.

Além desses metabolitos, hd ocorréncia esporddica de um derivado arilpropanoidico simples
(vanilina) (Hoeneiseni et al., 2000) e uma acetofenona (p-hidroxiacatofenona) (Senatore et al., 1999) em
Chuquirdga, e duas cromonas em Acicarpha (6,7-dimethoxychromone e 7-hydroxy-6-methoxy-
chromone) (Meragelman et al., 2006). Ha o registro de uma cumarina em Chuguiraga (umbeliferona)
(Hoeneiseni et al., 2000) e 8 diferentes cumarinas em Scaevola: xantiletina e cumarina hidroxiacetato
(Kikuchi et al., 1974); angelomalina e isoangelomalina (Bohlmann et al., 1975); imperatorina e
nodakenetina (Wolrabe e Hansel, 1977); seselina e marmesina (Kerr et al., 1996), revisado em Ghisalberti
(2004). O género Velleia (Goodeniaceae) recebe a descrigdo de ocorréncia de somente duas cumarinas,
veleina (Bottomley e White, 1951) e discoforidina (Bottomley, 1963), € por isso ndo foi incluido na tabela
de dados para posterior anilise de similaridade que contempla outras classes de compostos. Ainda, foram
isolados triterpenos, ou seus derivados, de Coopernookia ¢ Goodenia: 4acido ursélico, revisado por
Ghisalberti (2004); Scaevola: a-amirina, taraxerol, miricadiol, friedeline e epifriedelanol (Kikuchi et al.,
1974), acetato ursélico, 3-aminira e seus derivados ésteres e acetato, lupano e betulina ou derivados destes
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Tabela 1. Namero de ocorréncias de diferentes metabélitos secundérios nos géneros de Goodeniaceae, Calyceraceae e Barnadesioideae.
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Acarpha 0O 0 0 o 0 0 0 0 0 O "B 1 2 1 2 0 0 0 0 0 0 © 2 0 O 6
Acicarpha i 4 2 & g @ B @0 0 0 4 2 2 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2, 6 a8
Boopis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 3 3 2 2 0 0 0 o] 0 0 0 2 0] 0 6
Calycera 0 ¢ 0 o 0o 0O 0 O 0 g. 7 3 4 2 2 1 0 0 g o B 0 2 0 0 6
Gamocarpha 0 0 0 0 0 0 0 ©O 0 0 4 2 2 2 2 0 0 0 0O 0 0 0 0 0 0 6
BARNADESIOIDEAE ©0 O O 0 0o 0 O ©0 O 1 10 5 6 2 2 0 1 2 9 0 v 1 0 0 1 9 a 15
Arnaldoa o 0 0 0 0 0O 0 © 0 0 6 3 3 2 2 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 9
Barnadesia 0 a B o 0 9 9o 9 0 1 8 4 5 2 2 0 1 2 0 0 0 1 0 0 1 9, 10
Chuquiraga 0 c 0 0 O o 0 © D 1 9 5 5 2 2 0 il 2 0 0 0 . 0 0 0 9 a 14
Dasyphyllum 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7 3 4 2 2 0 1 2 0 0 0 0 0 0 0 9, 10
Doniophyton 0 o 0 0 0o 0 o0 o 0 0 4 2 2 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9, 15
Fulcaldea o 0 0 0 0 © 0 0 0 0 6 3 3 2 2 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0
Schlechtendalia 0O 0 0 ] 0 0 0 0 0 0 4 2 2 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9

*Compostos: Iridéides = iridéide propriamente dito (IRIDOID), secoiriddide (S-IRIDO), bisirid6ide (B-IRIDO), alcaldides iridoidicos (A-IRIDO]. Terpendides = monoterpeno (M~TERPE),
sesquiterpeno (S~-TERPE) , diterpeno (D-TERPE), diterpeno tetraciclico (kaurano) (D4-TERP). Flavondides = flavona ( FLAVONA) , dihidroflavona (DH-FONA) , flavonol (FLVONOL) . Substitui¢io
dos Flavonéides = canferol (4’ - CH), quercetina (3’ 4’ -OH), 3-O-glicose (3-0-GLI), 3-O-rutinose (3-0-RUT), 3-O-galactose (3-0-GAL), 3-O-ramnose (3-0-RAM}, 3-O-glucuronose (3-0-
GLU), 3-O-glicose + 7-O-glicose (30G 70G), 3-O-glicose + 7-O-ramnose (30GL70R), 3-O-galactose + 7-O-ramnose (30GA70R), 7-O-ramnose (7-0-RAM), 6-0O-Me (6-0 -ME), 3-O-Me (3-0
-ME), 3-O-glicose + 3'-Me (30G3'ME).

**Referéncias: *Ghisalberti, 2004 — %Jensen et al., 1975 — *Cambie et al., 1997 — *Kikuchi et al., 1974 — >Patterson, 1984 — ®Bohm et al., 1995 — "Capasso et al., 1996~ *Meragelman et al., 2006 —
*Bohm e Stuessy, 1995 — *°Mendiondo et al., 1997 — “*Hoeneiseni et al., 2000 — **Judrez e Mendiondo, 2002 — *Mendiondo et al., 2000 — *“Senatore et al., 1999 — *Mendiondo e Judrez, 2001.
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Figura 1. Estrutura quimica fundamental de iridéides, terpendides e flavondides, classes representativas dos
compostos encontrados em Goodeniaceae, Calyceraceae e Barnadesioideae. As classes e subclasses sdo:
Iridbides: iridoide propriamente dito (A), secoiridéide (B), bisirid6ide (C), alcal6ide’ iridoidico (D). Terpendides:
monoterpeno (E), sesquiterpeno (F), diterpeno (G), diterpeno tetraciclico (kaurano) (H). Flavondides: flavona(I),
dihidroflavona ( J) , flavonol (K) .
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Figura 2. Padrées de substituicio dos flavondides encontrados em Goodeniaceae, Calyceraceae e
Barnadesioideae. (A) Nicleo fundamental dos flavon6ides e sua numeragdo. (B) Quercetina (5,7,3",4’-tetra-OH),
(C) derivados heterosidicos de quercetina, (D) outros derivados de quercetina. (E) Canferol (5,7.4’-tri-OH), (F)
derivados de canferol. (G) Apigenina glicosidica, (H) Eriodictiol. Quando no indicado na legenda de cada estrutura,
o radical corresponde a um 4tomo de H.
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(Cambie et al., 1997); e Chuquiraga: lupeol, acetato de lupeol, betulina, eritrodiol, B-amirina, acetato de
e-amirina, acetato de B-amirina, taraxasterol e taraxas-20(21)-em-38,6-diol (Hoeneiseni et al., 2000).

3.2. Relagbes FO/FL, ITA e C/AM

Trabalhando com os dados coletados, calculou-se a relagdo flavona/flavonol (FO/FL) para os trés
tixons, e obtivemos valores iguais a zero para Calyceraceae e Barnadesioideae. Goodeniaceae, por sua
vez, mostra um valor muito baixo (0,143). Essa relagdo foi calculada pelo interesse de integrar o padrdo de
evolugdo quimica de cada familia ou subfamilia ao seu héabito e/ou posi¢do em modelos filogenéticos. A
relagio FO/FL aumenta progressivamente em familias de espécies com baixo teor de lignina e maior
tendéncia de habito herbaceo (Soares e Kaplan, 2001), evidenciando uma tendéncia de abandono da via do
chiquimato. A herbacidade, considerada cardter derivado, porém, pode estar associada também ao caréter
derivado de maior sintese de flavonas em detrimento de flavonéis, ou a uma baixa especializacio dos
flavondides (Soares e Kaplan, 2001). A segunda condigfio associada & herbacidade parece sustentar os
indices da relagdo FO/FL dos trés tdxons estudados.

O Indice de Transformagéio do Anel A de flavonéides (ITA) auxilia na caracterizagiio da quimica
flavonoidica de vegetais por representar quantitativamente a especializagdo do esqueleto dos flavonéides
em determinado tixon. Goodeniaceae, pelo seu maior investimento em diversidade de substituigdes nos
anéis dos flavondides, foi a tinica familia estudada que apresentou ITA maior do que zero (0,28). Os
demais grupos produzem flavondides pouco especializados, com padrdes de substituigdes simples.
Observa-se nesse aspecto a retragdo da quimica flavonoidica no sentido Goodeniaceae-Calyceraceae-
Barnadesioidae, como o descrito por Barreiros (1990) e esse fato estd possivelmente relacionado com a
retragdo do metabolismo do chiquimato nas linhagens herbaceas das angiospermas (Gottlieb, 1982:
Gottlieb et al., 1996).

Outra relagdo interessante nos estudos de quimiossistematica é a relagdo Chiquimato/Acetato-
Mevalonato (C/AM), que exprime o padrio do metabolismo secundario empregado por determinado
grupo vegetal e sua posi¢éo num contexto de evolugio das rotas biossintéticas de compostos secundarios.
Segundo Gottlieb (1982) e Gottlieb et al. (1996), tixons derivados tendem a acumular metabélitos das
rotas do acetato e do mevalonato, mantendo apenas o minimo necessario provido pela rota do chiquimato,
0 que torna o valor dessa relagdo menor do que 1 (um). Destaca-se aqui que os flavonéides, por serem
simultaneamente devidados das rotas do écido chiquimico e do 4cido acético, contribuem, pela sua
ocorréncia, da mesma forma para ambas as rotas, mantendo a relagio em valor igual a 1 (um).

A relagio chiquimato/acetato-mevalonato calculada para Goodeniaceae, Calyceraceae e
Barnadesioideae, a partir do levantamento bibliogrifico realizado, aumenta em direcdo ao tixon mais
derivado (0,2, 0,5 e 1,0, respectivamente), contrastando, a principio, com uma tendéncia global de
substitui¢do gradual da rota do chiquimato. Tal observagio é suportada pelo fato de que h4 uma retragdo
progressiva da sintese de iridéides e demais terpenéides parcialmente em Calyceraceae e completamente
em Barnadesioideae. Essa retrag@o projeta a evolug@o quimica micromolecular em Asteraceae, que mais
adiante serd marcada pela presenga peculiar de lactonas sesquiterpénicas e diterpenos associada a auséncia
absoluta de iridéides (Heywood et al., 1977).

Ainda, quando esses dados s3o observados em conjunto com os demais, percebe-se que os valores
nulos para a relagdo FO/FL e para o ITA sdo significativos na ordem em que representam uma retragio
também na quimica flavonoidica para essa subfamilia. As retragoes delinearam, assim, em uma familia

13



derivada (Asteraceae), uma subfamilia basal (Barnadesioideae) com indicadores quimioevolutivos
similares aos observados em grupos basais de outros esquemas filogenéticos. Provavelmente essa retragiio
quimica das Barnadesioidae seja um sinalizador do processo de diversificagdo quimica da rota do
acetato/mevalonato que serd observada nos taxons mais derivados de Asteraceae (Gottlieb et al., 1996;

Soares e Kaplan, 2001).
3.3. Andlises de similaridade quimica e agrupamentos

A pouca variedade de classes de compostos sintetizados por esses grupos representa um limitante
para a defini¢do de marcadores adequados a analises de similaridade. Investiu-se, entéo, na caracterizagio
dos metabdlitos dentro de cada classe.

Pela amplitude de ocorréncia e diversidade quimico-estrutural, foram selecionados como
marcadores micromoleculares as seguintes categorias: A) Iridéides: iridéide propriamente dito,
secoiridéide, bis-irid6ide e alcaléide iridoidico; B) Terpendides: monoterpeno, sesquiterpeno, diterpeno e
diterpeno tetraciclico (kaurano); C) Flavondides: flavona, dihidroflavona e flavonol; D) Substitui¢do dos
flavondides: canferol, quercetina, 3-O-glicose, 3-O-rutinose, 3-O-galactose, 3-O-ramnose, 3-O-
glucuronose, 3-O-glicose-7-O-glicose, 3-O-glicose-7-O-ramnose, 3-O-galactose-7-O-ramnose, 7-O-
ramnose, 6-O-metila, 3-O-metila e 3-O-glicose-3'-metila.

Usando as informagdes quimicas para cada género, a andlise de similaridade via coeficiente de
Jaccard, realizada com o auxilio do software NTSYS-PC, chegou-se ao diagrama de agrupamento
apresentado na Figura 3. O agrupamento por similaridade quimica reuniu, externamente aos demais, o0s
géneros de Goodeniaceae, e de forma indiscriminada, com um minimo de 53% de semelhanga, os géneros
de Calyceraceae e Barnadesioideae.

Claramente percebe-se a separagio dos géneros da familia Goodeniaceae dos demais,
confirmando a andlise inicial que observava sua diferenga devido a sintese de iriddides e terpenéides
nesses vegétajs. Goodenia e Selliera isolam-se dentro do grupo, provavelmente por nao lhes ser registrada
a ocorréncia de compostos flavonoidicos.

Em Calyceraceae, é o género Acicarpha que se destaca dos demais. Tal posicdo é relativa a
presenca de iriddides em seu metabolismo secundario, ndo identificados no restante do grupo. Todas as
descrigdes para o género sio da mesma espécie, Acicarpha tribuloides, uma erva anual citada pelas suas
propriedades medicinais, usada na medicina popular para tratamentos de infecgdes respiratérias e urinarias
(Capasso et al., 1996). Extrato metanélico de 4. tribuloides, porém, inibe a produgio de éxido nitrico em
macréfagos ativados por lipopolissacarideos, o que instiga sua utilizagdo como potencial fairmaco para
auxiliar na diminui¢do do estresse oxidativo e patofisiologia de vérias doengas, como artrite, diabetes,
doengas neurodegenerativas e auto-imunes (Meragelman et al., 2006).

A partir disso, os géneros de Calyceraceae e de Barnadesioideae mesclam-se pelo agrupamento
com similaridade minima de 65%. Ou seja, a caracterizagio da quimica micromolecular desses dois
grupos ndo ¢ suficiente para a circunscrigdo taxondmica de seus respectivos géneros.

Considerando apenas a distribuicdo dos géneros de Barnadesioideae derivada de sua analise
quimica, ainda € possivel breves considera¢tes a respeito de propostas filogenéticas atuais. Conforme
revisdo de Stuessy e Urtubey (2006), as comparagdes de parentesco mais produtivas entre os géneros da
subfamilia Barnadesioideae sdo fornecidas por hipéteses recentes baseadas em caracteres morfolégicos
(Urtubey e Stuessy, 2001) e em seqiiéncias moleculares (Gustafsson et al., 2001). Ambos os cladogramas
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Figura 3. Similaridade quimica entre géneros de Goodeniaceae, Calyceraceae e Barnadesioideae conforme

dados de ocorréncia de iridéides, terpendides e flavondides. Diagrama de agrupamento gerado pelo sofiware
NTSYS-PC v.2.1, a partir de matriz bindria correspondente ao levantamento de ocorréncias de metabdlitos
secundérios sintetizadas na Tabela 1. Os valores do coeficiente indicam o grau de similaridade entre os géneros a

partir de um ponto de conexéo.

revelam forte relagdo entre os géneros Barnadesia e Huarpea, bem como entre Chuquiraga e
Doniophyton (e possivelmente também entre Duseniella, considerada apenas no estudo morfol6gico).

Na anélise quimiotaxondmica, os géneros Huarpea e Duseniella ndo foram considerados, pois ndo
hé registros' publicados de estudos quimicos envolvendo seus representantes. Considerando suas relagBes
filogenéticas descritas por tais trabalhos, podem esperar-se padrdes quimicos semelhantes aos géneros
com os quais sdo mais aparentados. Barnadesia e Chuquiraga, por outro lado, aparecem com perfis
quimicos muito similares e ndo tdo préximos com Doniophyton como nos cladogramas morfolégicos ou
genéticos.

‘Todavia, o estudo de agrupamento quimico confirma a intima relagio entre os taxons
Calyceraceae e Barnadesioideae no que tange a proposta de evolugdo, como mostra a Figura 4. Essa
informagdo vem reforcar o apresentado por Lundberg e Bremer (2003), cujos resultados para o estudo
filogenético envolvendo caracteres genéticos e morfologicos para a ordem Asterales renderam altissimos
indices de suporte para o clado formado por Asteraceae e Calyceraceae, com Goodeniaceae colocado
como seu grupo irmdo. Complementarmente, Calabria e colaboradores (2007) descrevem a primeira
andlise filogenética de Asteraceae baseada em dados quimicos, e revelam indice de suporte moderado para
Barnadesioideae como irmé do restante da familia.
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Figura 4. Similaridade quimica entre a subfamilia Barnadesioideae e as familias Calyceraceae e
Goodeniaceae, conforme dados de ocorréncia de iridéides, terpendides e flavondides. Diagrama de agrupamento
gerado pelo software NTSYS-PC v.2.1, a partir de matriz bindria correspondente ao levantamento de ocorréncias de
metaboélitos secundarios sintetizadas na Tabela 1. Os valores do coeficiente indicam o grau de similaridade entre os

géneros a partir de um ponto de conexZo.

Os flavonéis, que constituem a maior classe de flavon6ides presentes em Calyceraceae, sio
comuns em todas as tribos de Asteraceae, assim como a substituigdo na posic¢do 6 de flavondides (Bohm et
al,, 1995). A subfamilia Barnadesioideae, por sua vez, apresenta um perfil de pigmentos consistentemente
mais simples que outros grupos de Asteraceae, a exemplo dos 3-O-mono- e 3-O-diglicoisideos de canferol
e quercetina, com infreqiiente ocorréncia de eriodictiol e um unico exemplo de derivado de isoramnetina
(Bohm et al., 1995).

Os flavondides exigem a utilizagdio da rota do chiquimato, e isso tem um custo energético muito
alto, pois imobilizam os carbonos da glicose recém sintetizada via fotossintese sem aproveitar a energia
que guardam. As asterdceas comegam a investir mais na via do acetato para a sintese de seus metab6litos
secundérios (Alvarenga et al., 2005; Da Costa et al., 2005). Para isso, foi necessario antes diminuir o uso e
a especializacdo dos flavondides, mantendo apenas o essencial para a sobrevivéncia das plantas. E essa é a
retragdo que acontece em Calyceraceae, juntamente com a restrigdo da produgdo de irid6ides e
terpenéides, encontrada em Goodeniaceae. Assim, Calyceraceae entrega para Asteraceae uma quimica
flavonoidica muito mais simplificada, ji4 delapidada — que, inclusive, parece-se muito com as
angiospermas basais. Mas, pelo fator tempo da evolugdo, as astericeas mais tarde diversificam seus
flavondides e apresentam compostos que raramente aparecem em outros grupos vegetais, como as auronas
e as lactonas sesquiterpénicas.

Dessa forma, a analise de agrﬁpamento por similaridade quimica corrobora a proposta da APG 1,
apresentando mais um indicio que sustenta Calyceraceae como grupo irmdo de Asteraceae.
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