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Resumo

O objectivo deste trabalho consistiu na caracterizagdo micromorfolégica e molecular de
algumas espécies de Hypericum. Na caracterizagdo morfologica foram estudados: H.
calycinum, H. canariense, H. grandifolium, H. x inodorum, e H. patulum. O estudo molecular
estendeu-se a mais duas espécies: H. androsaemum e H. perforatum ssp perforatum.
Procedeu-se a caracterizacdo morfolégica, em microscopia Optica e electronica de
varrimento, e histoquimica, utilizando reagentes para os principais grupos de compostos
primarios e secundarios.

Os caracteres epidérmicos, tais como dimensédo das células epidérmicas, dimensao e tipos
de estomas, indice estomético e presenca de glandulas secretoras sé&o similares em todos
os taxa. Observaram-se diferencas na forma das paredes das células epidérmicas, na
densidade das ceras epicuticulares, no indice de glandulas e dimensdo do mesdfilo. Os
compostos histoquimicos detectados sdo semelhantes, com excep¢ao no taxon H. patulum,
que possui esteréides nas glandulas (com tricloreto de antiménio).

No estudo molecular utilizaram-se marcadores ISSR e procedeu-se a andlise das
sequéncias da regido ITS.

Os marcadores ISSR permitiram detectar um elevado grau de polimorfismo e demonstraram
gue as espécies H. inodorum e H. grandifolium se encontram muito préximas e os taxa H.
patulum e H. calycinum sao as espécies que se encontram mais afastadas, quer a nivel

molecular como morfolégico.

Palavras-chave: anatomia foliar, ceras epicuticulares, testes histoquimicos, ISSR, ITS.



Abstract

The aim of this work was the micromorphological and molecular characterization of some
species of Hypericum. The morphological studies were accomplished on: H. calycinum, H.
canariense, H. grandifolium, H. x inodorum and H. patulum. The molecular analysis was
extended to two more species: H. androsaemum and H. perforatum ssp. perforatum.

The morphological analysis were carried out by optical and scanning electron microscopy ,
and histochemical studies were done with reagents for the main groups of primary and
secondary compounds.

The epidermal characters such as size of epidermal cells, size and shape of stomata,
stomatic index and presence of secretory cells are similar in all taxa. There were differences
in the shape of the walls of epidermal cells, density of the cuticular waxes, index of glands
and size of the mesophyll. The detected histochemical compounds are similar, except in the
taxon H. patulum, which has steroids in glands (with antimony trichloride).

In the study we used molecular markers ISSR and proceeded to the analysis of the
sequences of the ITS region.

The ISSR marker might have revealed a high degree of polymorphism and showed that the
species H. inodorum and H. grandifolium are very close and the rate H. patulum and H.

calycinum are species that are more remote, both morphological and molecular.

Key Words: leaf anatomy, cuticular waxes, histochemical tests, ISSR, ITS.



Extended Abstract

The medicinal and aromatic flora has various properties and uses, and therefore its study is
of great importance for the development of biomass valorization.

There are some species of the genus Hypericum reported in the Botanical Park of Tapada da
Ajuda. This is a genus which samples have different types of secretory structures, containing
secondary metabolites of diverse chemical nature that underlie the medicinal use of some of
its species. H. perforatum is the most widespread of them, included in the main western
Pharmacopoeias. Other species are also used in traditional medicine by local people, some
of which are difficult to distinguish and are sometimes subject to adulteration. Thus, the aim
of this work is the micromorphological and molecular characterization of some species
of Hypericum, in order to obtain patterns that easily allow their distinction.

Mature leaves of five species of Hypericum were used: H. x inodorum, H. patulum, H.
grandifolium, H. calycinum and H. canariense. The plant material was subject to the usual
procedures for observation with optical microscopy and scanning electron microscopy, and
attention was given to the characteristics of epidermal tissue, observation of stomata and
glands. In comparative anatomy the plant material was embedded in paraffin and subjected
to cross-cut between 10-12 um in thickness. Thereafter, characteristics of the mesophyll
(chlorophyll parenchyma palisade and spongy parenchyma chlorophyll) and of the glands
were observed. Different histochemical tests were also carried out, in order to characterize
the main groups of compounds (such as lipids, terpenoids, alkaloids, phenols and
polysaccharides) and locate them in the leaves.

Data analysis was performed using the statistical program SAS ® (SAS Institute, Cary, NC,
USA), considering the analysis of variance on one factor ANOVA, with a significance level of
5%. Multivariate analysis (agglomerative and principal component analysis) was carried out
with STATISTICA version 6.0, in which the data matrix is the average value of each
observed parameter. For the agglomerative analysis in groups were calculated two types of
coefficients to quantify the degree of similarity / dissimilarity between each species: the mean
euclidean distance and the correlation coefficient. Agglomerative analysis in groups is based
on the correlation matrices and mean euclidean distances, using the method of UPGMA
(unweighted pair-group method using arithmetic averages). The results are presented in a
dendrogram shape, where the levels that combine the different groups refer to the
coefficients of dissimilarity. The principal component analysis is useful to get an idea of how
species are distributed around the observed variables.

The molecular characterization was extended to two more species: H. androsaemum and H.
perforatum ssp. perforatum. The optimization of the technique of extraction of DNA for the

test species was accomplished using the DNeasy Plant Kit and CTAB (cationic hexadecyl



trimethyl ammonium bromide). The sample was amplified by PCR with seven ISSR primers:
MR, (CACACA);, (CA)RG, (CAG)s, (GA)YG, (GA)YT and HVH(TG); and two pairs of
primers ITS : ITS4/ITS5 and C28kj/LEULl. The products amplified with ITS markers were
cloned in plasmid pJET1.2/blunt and subsequently sequenced by the STAB Vida. Although
the sequences obtained did not have the expected quality and size, they were subjected to
multiple alignment by observing the nucleotide differences between the samples, by
determining the consensus sequence and by comparing it to homologous sequences of the
genus Hypericum registered in the GenBank database.

The results were analyzed using numerical taxonomy methods and the software NTSYS-pc
(Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System), version 2.02 (Applied Biostatistics
Inc.). The similarity was estimated by the Dice coefficient and similarity matrix were
subjected to a cluster analysis of the type UPGMA (unweighted pair-group method using
arithmetic averages), resulting in the corresponding dendograms.

The sequences were aligned using the software Geneious Pro 3.0.4.
(http://www.geneious.com/). The homology analysis were performed by reference to the
BLAST algorithm (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) and the dendrogram was obtained by
Neighbor-Joining algorithm using the software BLAST TREE VIEW.

According to the obtained results, it is possible to conclude that some of the observed micro
characteristics, namely the shape of cell walls, the density of the waxes, the thickness of the
chlorophyll in the palisade, the index of glands and the presence of crystals of calcium
oxalate, allow the differentiation of some of the five studied species of Hypericum. Thus, the
species were grouped into four groups, with the taxa H. x inodorum and H. grandifolium not
differentiable and considered in the same section, which is consistent with its taxonomic
affinity. On the other hand, the taxa H. calycinum and H. patulum are the species that
present greater morphological differences. Similar results were showed by the molecular
analysis, using the ISSR primers. In fact, by analyzing the dendogram with the species H.
androsaemum and H. perforatum ssp. perforatum, the results are almost the same, only with
the formation of a different group: H. perforatum ssp. perforatum, which can be explained by
significant morphological differences in relation to other species, particularly the presence of
black secretory glands.

The same genotypes that were analyzed by ISSR markers were also analyzed using the
sequences of the ITS region. However, this study should be repeated because conclusive

results were not achieved.
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Técnicas de estudo micromorfolégico e molecular aplicadas ao género Hypericum

1. Introducéo

O género Hypericum L. é proveniente da Europa e da Asia. Este género inclui cerca de 460
espécies (Judd et al., 2008) mas apenas 12 espécies ocorrem de forma espontdnea em
Portugal Continental (Franco, 1971; Nunez, 1993).

As plantas pertencentes a este género podem ser herbdceas ou arbustivas, perenes, com
folhas inteiras, em geral opostas (raramente verticiladas) e sem estipulas. E bastante
frequente a ocorréncia de diferentes tipos de estruturas secretoras: glandulas translicidas,
glandulas pretas e canais secretores (Green, 1884; Metcalfe e Chalk, 1950; Bottega et al.,
1999; Lobo, 2000; Ciccarelli et al., 2001a,b; Onelli et al., 2002; Maggi et al., 2004). Aquelas
estruturas contém metabolitos secundarios de natureza variada, designadamente:
naftodiantronas (hipericina e pseudohipericina), acilfloroglucinol (hiperforina), flavondides e
floroglucinéis (rutina, hiperésido, isoquercitrina, quercitrina e quercitina) (Martonfi et al.,
2001).

A Unica espécie reconhecida pelas farmacopeias ocidentais é H. perforatum L. mas existem
outros taxa de Hypericum que também s&o utilizados para fins medicinais. E o caso da
espécie H. androsaemum L. usado como protector hepatico (Cunha, 2007). Em Portugal
também é frequentemente usado em substituicdo de H. perforatum L., mas é alvo de varias
adulteracdes por espécies introduzidas como é o caso de Hypericum x inodorum Mill. e de
H. patulum Thunb, algumas delas ja naturalizadas (Teresa Vasconcelos, comunicagao
pessoal).

As caracteristicas morfolégicas e biogquimicas, para uma mesma espécie de Hypericum,
diferem consoante a localizac&o geografica onde a planta se encontra inserida (Rapisarda et
al., 1996; Walker et al. 2001; Cruz e Teixeira, 2003; Maggi et al., 2004), factor que dificulta a
sua identificacdo. Outro problema quanto a identificacdo deve-se a possivel existéncia de
processos de reproducao por apomixia e também da existéncia de diversos hibridos dentro
do género Hypericum (Moraes, 2007).

Os caracteres morfolégicos sdo usados na descri¢do e classificacdo das plantas, sendo os
caracteres micromorfolégicos indicadores mais precisos para a sua identificagcdo (Stace,
1989). Estes caracteres permitem fazer um estudo comparativo e sao considerados um
critério vélido para a diferenciagdo morfoldgica entre taxa, para a sua conservagao e para o
controlo da reprodugéo com vista a obtencédo de plantas de qualidade, e até para estudos
farmacologicos.

No entanto, a andlise molecular torna-se bastante vantajosa face a analise morfolégica,
uma vez que recorre a utilizacdo de marcadores moleculares, que constituem o método

normalmente aplicado no estudo da variabilidade genética.
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Técnicas de estudo micromorfolégico e molecular aplicadas ao género Hypericum

Um bom marcador molecular deve possuir as seguintes caracteristicas: co-dominancia,
ocorréncia frequente, elevado grau de polimorfismo, ser de detec¢éo facil, rapida e pouco
dispendiosa, distribuicdo uniforme ao longo do genoma e os resultados devem ser
reproduciveis dentro e entre laboratorios (Parker et al., 1998; Weising et al., 2005).
Actualmente, ndo existe um marcador que reuna a maioria destas caracteristicas, pelo que,
para um determinado estudo, deve ser escolhido o marcador que combine a maioria das
caracteristicas referidas.

Dada a semelhanca morfolégica entre H. androsaemum e outras espécies do genéro
Hypericum, a obtencdo de padrbes que facilmente permitam a distingdo entre os taxa é
fundamental de modo a detectar adulteragbes dos produtos medicinais. Por conseguinte, o
objectivo deste trabalho consistiu na caracterizacdo micromorfologica, recorrendo a
diferentes técnicas de microscopia, de espécies em cultura do género Hypericum, existentes
no Parque Botanico da Tapada da Ajuda: Hypericum Xx inodorum, H. patulum, H.
grandifolium, H. calycinum e H. canariense, com a finalidade de encontrar caracteristicas
que possibilitem a sua diferenciacao.

Os taxa H. androsaemum e H. perforatum ssp. perforatum nao foram incluidos no estudo
morfoldégico em virtude de terem sido alvo de trabalhos anteriores. No entanto, estas duas
espécies, assim como as referidas anteriormente, foram estudadas com recurso a diferentes

técnicas de biologia molecular.
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Técnicas de estudo micromorfolégico e molecular aplicadas ao género Hypericum

2. Revisao Bibliografica

2.1. O género Hypericum como planta medicinal

Plantas medicinais sdo plantas que contém substancias bio-activas com propriedades
terapéuticas, profilaticas ou paliativas. O seu efeito benéfico resulta, entre outros, da
combinagcdo de metabolitos secundéarios nelas presentes e do seu efeito sinergistico. No
entanto, alguns compostos quando ingeridos em concentracoes elevadas podem causar
problemas secundérios e até efeitos contrarios ao desejado. Muitas destas plantas podem
ser venenosas ou pelo menos levemente toxicas, devendo ser usadas segundo indicagéo
técnica.

Existe um grande numero de espécies em todo o mundo, usadas desde tempos pré-
histéricos na medicina popular. As suas propriedades sdo estudadas, a fim de isolar os seus
principios activos e assim, produzir novos farmacos.

O uso medicinal do hipericdo (Hypericum perforatum) remonta a Antiguidade Classica. A
crenca nas qualidades destas plantas prolonga-se pela Idade Média, continuando a ser
atribuidos as varias espécies de Hypericum diversos fins medicinais.

Actualmente, por varias razdes, na Europa Ocidental e América do Norte, a fitoterapia (uso
de plantas como medicamento) tem vindo a registar uma importancia crescente, sendo um
tipo de intervencdo terapéutica que visa tirar partido das propriedades medicinais das
plantas, apresentando-se como uma alternativa a medicina ocidental (Briskin, 2000; Cruz e
Teixeira, 2003).

Devido as accbes que Ihe estdo atribuidas (onde se destacam as accdes antidepressivas e
antivirais), alguns dos compostos destas plantas sdo dos mais estudados actualmente.
Entre eles encontram-se a hipericina e a pseudohipericina (naftodiantronas) (Southwell e
Bourke, 2000; Kosuth et al., 2003; Ayan et al.,2004; Kyrakosyan et al., 2004). Outros
estudos parecem indicar que, para além destes, também é possivel encontrar actividades
atribuidas a outros compostos de onde se destacam as hiperforinas (acilfloroglucinol),
flavondides, xantonas, componentes dos Oleos essenciais, carotenos, fitoesterdis e 0s
acidos gordos de cadeia média (Nogueira, 2002).

Vérios estudos indicam que o consumo excessivo de hipericina pode causar depressdes
engquanto que pequenas quantidades podem ter um efeito antidepressivo (Bourke, 1997).
Para além deste também foram reportados outros efeitos adversos como fotossensibilidade
gue leva a destruicdo dos tecidos provocando fotodermatite ou “hipericismo”, dor abdominal
e obstipacdo, nauseas e vomitos, tonturas, secura da pele e mucosas, elevacao da pressao

arterial e cansaco (Forget et al., 2001).

Péagina 3



Técnicas de estudo micromorfolégico e molecular aplicadas ao género Hypericum

As Farmacopeias Ocidentais, incluindo a Farmacopeia Europeia e a Farmacopeia
Portuguesa, apenas consideram como farmaco folhas, flores e caules finos da espécie H.
perforatum. No entanto existem outras espécies que também sdo utilizadas para fins
medicinais, como € o caso de H. androsaemum usado como protector hepético (Cunha,
2007). As duas espécies sdo alvo de varios tipos de adultera¢des, sendo comum a sua
substituicdo por outras espécies de Hypericum, que apresentam caracteristicas diferentes,
nomeadamente o tipo de glandulas, traduzindo-se numa composicdo e concentracao
diferente dos varios compostos com actividade farmacolégica (Pinto, 1987; Cruz, 2003).
Este aspecto adquire particular importancia quando se coloca o problema da dosagem de
produtos medicinais de origem vegetal.

A transformac¢d@o de uma planta medicinal num medicamento €, portanto, uma tarefa que
apresenta problemas diferenciados daqueles que caracterizam a busca de protétipos para
novos farmacos, embora a investigacao e desenvolvimento de fitoterapicos possa conduzir
ao reconhecimento de novas substancias activas (Simdes e Guerra, 2004). No entanto, ndo
se pode esquecer a vertente que garante a qualidade, a eficacia e a seguranca desses
medicamentos.

As potencialidades de uso de plantas medicinais encontram-se longe de estarem esgotadas.
Os novos paradigmas de desenvolvimento social e econdmico, baseados nos recursos
renovaveis, endossam esta afirmacdo. Novos conhecimentos e novas necessidades
certamente encontrardo no reino vegetal solugdes, através da descoberta e
desenvolvimento de novas moléculas com actividade terapéutica, ou com aplicacdes na
tecnologia farmacéutica ou no desenvolvimento de medicamentos com maior eficiéncia de

accao (Simdes e Guerra, 2004).

2.2. Taxonomia e descricdo do género Hypericum

A maioria das espécies de Hypericum pode ser reconhecida por apresentar:

¢ Folhas inteiras, opostas (raramente verticiladas) e sem estipulas, contendo glandulas
transllcidas, pretas ou vermelhas;

e Flores solitarias terminais ou em dicésios simples (sem ou com pedicelo), sépalas e
pétalas amarelas livres (por vezes podem ser avermelhadas), estames menores ou
iguais as pétalas, anteras avermelhadas com uma glandula cor de @mbar em cada
uma;

e Fruto uma capsula, contendo muitas e pequenas sementes cilindricas.

Existem no entanto excep¢des em relacdo a generalizagdo de todos os caracteres.
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Esta planta pertence a familia Clusiaceae (Guttiferae) e quer a Nova Flora de Portugal
(Franco, 1984), quer a Flora Europeae (Tutin et al., 1993), classificam este género da

seguinte forma (Quadro 1):

Quadro 1 - Classificagéo Sistematica do género Hypericum L., de acordo com Franco (1984) e Tutin et al. (1993)

Divisao: Angiospermae
Classe: Dycotiledoneae
Subclasse: Archichlamydeae
Ordem: Guttiferales
Familia: Clusiaceae (Guttiferae)
Género: Hypericum L.

Y

Os dados relativos a seccdo (sect) e estudos efectuados para cada taxon estdo

referenciados no Quadro 2.

Quadro 2 - Identificac@o dos taxa e sec¢des onde se encontram inseridos

Taxa Sect

H. androsaemum L.* Androsaemum (Duh.) Godron
(Franco, 1984)

H. calycinum L.** Eremanthe (Spach) Endl.
(Tutin, 1993)

H. canariense L.** Webbia (Spach) R. Keller
(Cullen, 1989)

H. grandifolium Choisy** Androsaemum (Duh.) Godron
(Cullen, 1989)

Hypericum x inodorum Mill.** | Androsaemum (Duh.) Godron
(Cullen, 1989)

H. patulum Thunb.** Ascyreia Choisy
(Wight & Amott, 1834)
H. perforatum L. ssp. Hypericum (Franco, 1984)
perforatum*

*espécies espontaneas em Portugal

**aspécies cultivadas

2.2.1. Hypericum calycinum

Esta planta, também conhecida vulgarmente por hipericdo-dos-jardins, € originaria do
Sudeste da Bulgéaria e do Norte da Turquia. Na América do Norte € conhecida pelo nome de
Rosa-de-Sharon. Encontra-se amplamente divulgada como planta ornamental, incluindo em
Portugal (fonte: http://obotanicoaprendiznaterradosespantos.blogspot.com/).

E um nanofanerdfito glabro, perene e rizomatoso; com caules aéreos de 10 a 60 cm,

erectos, castanho-alaranjados, com 4 linhas longitudinais; as folhas sé@o verde claro ou
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verde escuro (consoante se encontram expostas ao sol ou a sombra) , opostas, oblongas a
elipticas, coriaceas, subsésseis sem peciolo, com glandulas translacidas (Fig. 1, A). Pétalas
obovadas a oblanceoladas; sépalas inteiras, largamente ovadas a suborbiculares,
persistentes, com glandulas translicidas lineares. Estames menores ou iguais as pétalas,
anteras avermelhadas com uma glandula cor de d&mbar em cada uma. Flores amarelas,
solitarias terminais ou em dicasios simples sem ou com pedicelo. Ndo apresenta glandulas
pretas (Tutin et al., 1993).

Devido a répida propagagdo do seu sistema radicular, muitas vezes é utilizada na
estabilizacdo de aterros e encostas, adaptando-se bem a qualquer tipo de solo desde que
ndo encontre situagbes extremas de secura ou humidade. E perene em climas com
temperaturas amenas, mas semi-perene de folha caduca em locais mais frios.

Dado o seu crescimento agressivo e por ser considerada uma espécie selvagem, esta

planta pode tornar-se invasora, desalojando outras plantas (fonte: http://pt.wikipedia.org).

2.2.2. Hypericum canariense

O taxon H. canariense é uma espécie originaria das Ilhas Canarias e Madeira, onde cresce
em encostas humidas e arborizadas das cinco ilhas mais ocidentais. E uma planta que foi
introduzida na Austrdlia, Nova Zelandia, Califérnia e no Havai, onde é considerada planta
ornamental (fonte: http://pt.wikipedia.org).

E um nanofaner6fito com cerca de 2-3 m de altura, com caule lenhoso castanho claro e
muito ramificado. As suas folhas sdo opostas e glabras, sem peciolo, elipticas a oblongo-
elipticas, margem inteira, base estreita em forma de cunha (Fig. 1, B). As pétalas sdo
oblanceoladas e persistentes; os estames sdo numerosos do tamanho das pétalas. As
sépalas com 3 a 4 mm, variam na forma podendo ir de obovadas a oblanceoladas,
arredondadas ou lanceoladas e agudas, possuindo algumas glandulas cor de ambar nas
margens. N&o apresentam glandulas pretas. As flores encontram-se dispostas em vistosas
paniculas terminais, apresentado um formato de estrela e uma coloracdo amarela muito
brilhante (Cullen et al., 1989).

2.2.3. Hypericum grandifolium

Esta planta, vulgarmente chamada “malfurada”, € uma espécie endémica das llhas Canarias
e da llha da Madeira (fonte:http://pt.wikipedia.org).

E um nanofanerdfito , muito ramificado desde a base, que se caracteriza pelas suas folhas
opostas, ovadas, glabras e subsésseis (Fig. 1, C). As suas flores sdo amarelo-dourado
levemente tingidas de vermelho com pétalas estreitas e oblongo-lanceoladas. Os estames

sdo numerosos e do tamanho das pétalas. As sépalas sdo lanceoladas a oblongas, inteiras.
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N&o apresenta glandulas pretas. As suas inflorescéncias possuem duas a quatro flores,

florindo durante todo o ano (Cullen et al., 1989).

2.2.4. Hypericum x inodorum

O taxon H. x inodorum é um hibrido que pode ser obtido através do cruzamento entre H.
androsaemum e outras espécies: H. androsaemum x H. hircinum; H. elatum Aiton; H.
anglicum Bertoloni; H. multiflorum invalid; Hypericum x persistens “Elatum” Schneider;
Androsaemum pyramidale invalid; A. parviflorum Spach; Hypericum x urberuagae P. &
S.Dupont (Cullen et al., 1989).

E uma planta originaria da Europa, normalmente obtida por cultivo, e amplamente
naturalizada em varios paises.

E um nanofanerdéfito com cerca de 2 m. As suas flores sdo amarelas, sendo produzidas
individualmente ou em grupos, nas extremidades dos ramos ou nas axilas das folhas. As
pétalas sdo em forma de concha, possuindo humerosos estames, normalmente maiores que
as pétalas. Sépalas oblongas ou oblongo-lanceoladas a largamente ovais e inteiras. As
folhas sdo sésseis, oblongo lanceoladas a ovadas, glabras, com base arredondada a
cordada (Fig. 1, D) e com uma nervagdo proeminente em ambos os lados (Cullen et al.,
1989).

Sendo um hibrido a sua altura, assim como o tamanho das folhas e flores, variam

consideravelmente de acordo com as espécies que Ihe deram origem.

2.2.5. Hypericum patulum

O taxon H. patulum é originario da Asia. Este nanofanerofito com cerca de 2,5 m de altura
possui folhas opostas, glabras, lanceoladas a ovais com margem inteira, base acunheada e
apice obtuso-apiculado a arredondado-apiculado (Fig. 1, E). As flores sdo hermafroditas,
amarelas e arredondadas possuindo numerosos estames. As sépalas muitas vezes séo
avermelhadas e oblongo-elipticas. As suas sementes sd80 aromaticas e possuem
propriedades estimulantes (Wight & Amott, 1834).

Esta planta necessita de solos humidos e bem drenados tendo preferéncia por locais
ensolarados. E frequente encontra-la em florestas, matas e falésias.

A espécie H. patulum é conhecida na medicina tradicional pelo seu potencial terapéutico
variado: acgdo espasmolitica, estimulante, hipotensor, antifungico e cicatrizante de feridas.
Tem sido muito utilizado na fitoterapia chinesa para o tratamento de hepatites, infeccoes
bacterianas e hemorragias nasais (fonte://http://www.pfaf.org).

Estudos realizados indicam a presenca de esterdides e flavondides em extractos de folhas
(Mukherjee P. et al., 1999).
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Figura 1 - A: Hypericum calycinum
L.; B: Hypericum canariense L.; C:
Hypericum grandifolium Choisy; D:
Hypericum x inodorum Mill..; E:
Hypericum patulum L

(E)
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2.3. Uma abordagem molecular

Até meados dos anos 60, os marcadores utilizados em estudos de genética caracterizavam-
se por ser controlados através de genes associados a caracteres morfoldgicos, geralmente
fendtipos de fécil identificacdo visual, como nanismo, cor das pétalas, deficiéncia em
clorofila (Ferreira e Grattapaglia, 1995). Embora estes marcadores apresentem a vantagem
de ser facilmente detectados e ndo requererem equipamentos sofisticados, o que se traduz
num baixo custo, as observacdes devem ser realizadas por um observador experiente e
com conhecimento da espécie. Além disso, sdo ha sua maioria dominantes ou recessivos,
estdo sujeitos a influéncias ambientais, podem variar com os diferentes estadios de
desenvolvimento da planta e ocorrem em numero limitado. Para ultrapassar estas limitagées
surgiram os marcadores moleculares, tanto a nivel proteico como a nivel do DNA.

Os marcadores moleculares, igualmente definidos por marcadores genéticos quando o seu
comportamento esta de acordo com as leis basicas de hereditariedade de Mendel (Ferreira
e Grattapaglia, 1995), apresentam um elevado nivel de polimorfismo e sdo neutros em
relacdo as influéncias do meio ambiente e ao estadio de desenvolvimento das plantas (Karp
et al., 1997). Os principais tipos de marcadores moleculares podem ser classificados em
dois grupos conforme a metodologia utilizada para identifica-los: hibridacdo ou amplificacéo
de DNA por PCR (Polymerase Chain Reaction). Entre os identificados por amplificacdo de
DNA encontram-se os ITS (Internal Transcribed Spacer) e os ISSR (Inter Simple Sequence
Repeat).

A técnica da PCR é um método de amplificacdo enzimatica in vitro (de criacdo de multiplas
copias) de DNA. O surgimento desta tecnologia na década de 80 (Saiki et al., 1985) causou
uma revolucdo na Biologia Molecular em diferentes areas, permitindo a amplificacdo em
grandes quantidades de segmentos especificos de DNA.

A PCR é um método de andlise muito sensivel e, por isso, deve ser realizado com muito
cuidado para evitar contaminacfes que possam inviabilizar os resultados. Alguns factores
como a qualidade e a concentracdo de DNA, a concentracdo de cloreto de magnésio
(MgCl,), o conteuado de G+C, o tamanho do primer, a temperatura de emparelhamento e a
existéncia de contaminantes, em termos de numero e intensidade dos produtos amplificados
podem afectar a reproducibilidade dos resultados (Ellsworth et al., 1993).

Durante a PCR sé&o usadas elevadas temperaturas de forma a separar as moléculas de
DNA em duas cadeias simples, permitindo entdo a ligacdo de oligonucleétidos iniciadores
(primers), também em cadeia simples e geralmente constituidos por 15 a 30 nucleoétidos,
obtidos por sintese quimica. Para amplificar uma determinada regido sdo necessarios dois
iniciadores complementares das sequéncias que flanqueiam o fragmento de DNA a

amplificar, nas extremidades 3", de modo a permitir a actuacdo da DNA polimerase durante
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a sintese da cadeia complementar, usando como molde cada uma das duas cadeias
simples constituintes do DNA a amplificar. Para realizar PCR s&@o necessérias pequenas
quantidades do DNA alvo, uma solugdo tampé&o salina contendo a enzima Tag DNA
polimerase (obtida da bactéria Thermus aquaticus), os oligonucledtidos iniciadores, 0s
quatro desoxinucledtidos constituintes do DNA e o cofactor Mg?*. Esta mistura é submetida
a varios ciclos de amplificagdo que consistem em: desnaturacdo do DNA alvo pelo calor
(normalmente 1 minuto a 94-96°C), de modo a separar as duas cadeias; hibridacdo ou
emparelhamento dos iniciadores por ligacdes de hidrogénio ao DNA alvo em cadeia simples,
por arrefecimento da mistura de reaccdo (normalmente a temperaturas entre 50 e 65°C) e
extensdo dos iniciadores através da sintese da cadeia complementar de cada cadeia molde,
catalisada pela Tag DNA polimerase (normalmente 1 minuto a 72°C). O processo
envolvendo estes trés passos pode ser repetido varias vezes (25 a 30 ciclos) sendo possivel
aumentar, em cada ciclo, duas vezes a concentracdo de DNA existente (McPherson et al.;
1991; Ferreira e Grattapaglia, 1995), levando a uma amplificagdo exponencial.

O principal interesse desta metodologia em estudos de sistematica molecular reside na sua
conjugagdo com outras técnicas, tais como a electroforese dos fragmentos amplificados e a
sequenciacdo do DNA. A sequenciacdo permite o estudo da mesma regido do genoma de
varias espécies aparentadas e a sua comparagao, originando uma classificacdo mais natural
ao nivel da espécie (Judd et al., 1999).

A determinacdo da sequéncia de nucleétidos que compdem um fragmento de DNA
representa um dos processos finais na analise de DNA e é a estratégia mais directa no
estudo do polimorfismo de DNA. O uso desta técnica tem-se revelado bastante consistente,
reproducivel, informativa e adaptada para diferentes niveis de discriminacdo através da
seleccao de regides especificas do genoma. Com o tempo esta técnica evoluiu muito mais,
com a possibilidade da marcacao de primers por fluorescéncia e detec¢do automética das
moléculas de DNA por electroforese capilar (Smith, 1986) em sequenciadores automaticos.
Na deteccéo da fluorescéncia estdo quatro fluorocromos diferentes (FAM, NED ou HEX,
ROX, e VIC) que emitem luz a diferentes comprimentos de onda quando excitados por laser
de iBes de argon e sao utilizados na identificacdo das reac¢des de extensdo com A, C, G, T.
Os cromatogramas ou electroferograma produzidos permitem visualizar uma série de picos,
de quatro cores diferentes que identificam os nucleétidos.

O polimorfismo pode ser identificado em diferentes tipos de DNA: nuclear e citoplasmaético,
isto é, no cloroplasto (cpDNA) e na mitocondria (mtDNA) (Mitton 1994; Parker et al., 1998).
O DNA cloroplastidial, geralmente transmitido pelo progenitor feminino nas angiospérmicas,
€, na maioria dos casos, muito conservado e muito abundante nas folhas e, por isso, tem
tido especial aplicacdo em estudos filogenéticos (Demesure et al.,, 1995). O DNA

mitocondrial € menos abundante nas folhas e mais dificil de extrair, além de existirem
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menos primers para a obtencdo de marcadores baseados na técnica de amplificacdo por
PCR e nas plantas parece evoluir rapidamente (Vincent e Fulton, 2003). Normalmente é
utilizado em estudos de variabilidade ao nivel populacional (intraespecifico) (Karp et al.,
1997).

2.3.1. Aplicagédo de marcadores nafilogenia de plantas

O genoma nuclear possui muitos genes que se tém mostrado Uteis para inferir relacdes
filogenéticas. O melhor exemplo de utilizacdo de genes nucleares em estudos filogenéticos
€ a unidade de repeticdo do DNA ribossomico (rDNA), a qual tem sequéncias intercalares
(ITS- Internal Transcribed Spacer) que variam intra e interpopulacionalmente e sequéncias
codificantes que sdo altamente conservadas e que servem como marcadores para
comparacdao entre taxa divergentes (Mindell e Honeycutt, 1990; Hillis e Dixon, 1991).

Em eucariotas, o rDNA é uma familia multigénica organizada em unidades repetidas ou em
tandem dentro da regido organizadora nucleolar. Cada unidade repetida consiste de regides
altamente conservadas que codificam os genes para 0s RNAs 18S, 5.8S e 28S, intercaladas
por regides espagadoras ndo codificantes mais variaveis. Em estudos de filogenia a regido
ITS1-5.8S-ITS2 tem sido muito utilizada, por ser, muitas vezes, uma regido especifica para
cada espécie e com baixas variacdes dentro do género. As regibes ITS possuem elevada
variabilidade e evolugcdo rapida, facto pelo qual tém sido alvo de varios estudos com o
objectivo de esclarecer os niveis taxonomicos inferiores, como a familia, o género e a
espécie (Plunkett et al.; 1997; Jobes e Thien, 1997; Blattner, 1999).

Para muitas familias das angiospérmicas a regido ITS tem sido considerada uma fonte muito
util de variacao esclarecedora para estudos filogenéticos, quer a nivel interespecifico quer a
nivel intergenérico (Baldwin et al., 1995; Lee e Downie, 1999; Spalik e Downie, 2006).

Por dltimo, é uma regido que pode ser facilmente amplificada por PCR e sequenciada
usando primers universais (Fig. 2), mesmo a partir de amostras de DNA de espécimes
herborizadas (Baldwin et al., 1995), devido a sua pequena dimensdo molecular (< 700 bp
nas angiospérmicas) e a presenca de sequéncias altamente conservadas que flanqueiam

cada uma das duas regides espacadoras.
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Figura 2 - Organizagdo da regido ITS. As setas indicam a orienta¢do e a posi¢cdo aproximada dos locais dos
primers (Fonte: Baldwin et al., 1995)

Outro marcador molecular muito utilizado em estudos genéticos, especialmente na deteccéo
clonal, € 0 ISSR (Inter Single Sequence Repeats) que se destaca devido ao seu elevado
grau de polimorfismo, reproducibilidade e baixo custo (Salimath et al .1995). Os ISSRs sédo
marcadores dominantes, semiarbitrarios, que amplificam via PCR uma sequéncia de DNA
delimitada por duas regides microssatélites invertidas.

Estes marcadores tém sido utilizados desde a década de 1990 como fonte de polimorfismo
na identificacdo de genotipos, confeccdo de mapas genéticos, seleccdo assistida em
programas de melhoramento, além de estudos filogenéticos, avaliacdo e conservagéo de
germoplasma (Gupta et al., 1994; Zietkiewicz et al., 1994; Kantety et al., 1995; Parsons et
al., 1997; Ajibabe et al., 2000; Raina et al., 2001; Bornet et al., 2002; Archak et al., 2003;
Saxena et al., 2005).

As principais vantagens destes marcadores séao a facilidade de utilizagcéo, especialmente por
nao requerer conhecimento prévio sobre a sequéncia de DNA, o alto grau de polimorfismo
gerado, o uso de pequenas quantidades de DNA por reaccao (5 a 20 ng), a especificidade e
a reproducibilidade devido ao tamanho relativamente grande dos primers.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Morfoanatomia foliar

3.1.1. Material Vegetal

Neste trabalho foram utilizadas cinco espécies do género Hypericum, existentes em cultura
no Parque Botanico da Tapada da Ajuda, Instituto Superior de Agronomia, Universidade
Técnica de Lisboa: H. calycinum, H. canariense, H. grandifolium, H. x inodorum e H.
patulum.

A colheita de pequenos ramos foi realizada antes da floracdo, entre 2007 e 2009. Apenas a
zona média das folhas foi utilizada nos estudos morfolégicos, anatémicos e histoquimicos.
Os dados relativos ao Voucher dos espécimes (LISI, Lisboa) e estudos efectuados estdo

referenciados no Quadro 3.

Quadro 3 - Identificagdo do material vegetal e estudos efectuados

Taxa Voucher (LISI) | Estudo efectuado
H. calycinum 1767/2009 MO, MEV, DNA
H. canariense 771/2008 MO, MEV, DNA
H. grandifolium 1766/2009 MO, MEV, DNA
Hypericum x inodorum 773/2008 MO, MEV, DNA
H. patulum 363/2007 MO, MEV, DNA

3.1.2. Métodos

O estudo morfoanatémico incidiu sobre folhas adultas das espécies referidas no Quadro 3

por recurso a diferentes técnicas de microscopia optica e electrénica de varrimento.

3.1.2.1.Microscopia Optica (MO)

Para efectuar este estudo, apos a colheita, o material fresco foi submetido ao processo de
clarificagdo em agua de Javel e lavado em agua destilada (Evans, 2002) ou ao processo de
fixacdo em glutaraldeido segundo o procedimento indicado no Anexo | (Hayat, 1981).

Estes dois procedimentos permitiram a observagdo das caracteristicas do tecido epidérmico
em ambas as paginas foliares, atendendo a forma, dimensédo e orientacdo das células
epidérmicas. Na epiderme da pagina inferior procedeu-se também & observagdo das
caracteristicas de estomas como medidas, identificagdo do tipo de estomas e calculo do
indice estomatico. Os estomas foram classificados de acordo com Stace (1989) e o indice

estomatico foi calculado de acordo com Salisbury (1927), aplicando a seguinte férmula:
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[numero de estomas / (nUmero de estomas + numero de células epidérmicas)] x100.
Atendemos ainda a presenca e distribuicao de glandulas e calculamos também o seu indice
de distribuicéo.

Para observagdo da anatomia foliar realizdmos cortes transversais feitos com recurso a um
micrétomo de Minot, Leitz 1520. Para tal, foi necessério conferir uma resisténcia adequada
ao material, para posteriormente sofrer cortes finos. O Anexo Il refere toda a preparacéo do
material para corte em micrétomo.

As observacgfes de MO foram realizadas num microscépio Nikon LABOPHOT 2. As imagens
foram obtidas com uma camara Nikon FX-35W equipada com um adaptador semi-

automatico Nikon PFX.

3.1.2.2.Microscopia Electrénica de Varrimento (MEV)

Para efectuar o estudo do material vegetal das cinco espécies em MEV foi previamente
seguido o procedimento indicado no Anexo I.

Em MEV atendemos aos caracteres da superficie foliar em ambas as péaginas e ja
anteriormente referidos, em MO.

Estas observacdes foram realizadas num aparelho da marca Jeol, JSM-5220 LV a 15 Ky,

utilizando um sistema de aquisicdo directa de imagem.

3.2. Estudo histoquimico

O estudo histoquimico foi efectuado em material fresco, ndo sujeito a clarificagdo nem
fixacdo, incidindo na zona média de folhas adultas e onde, por vezes, também se

efectuaram cortes transversais manuais.

3.2.1. Microscopia 6ptica em campo claro

Foram realizados testes histoquimicos dirigidos aos principais grupos de compostos
primérios e secundéarios. No Quadro 4 encontra-se a listagem dos testes histoquimicos
efectuados no presente estudo. Os protocolos detalhados destes testes, bem como os
respectivos controlos negativos e resultados esperados constam do Anexo Ill. As
observacoes foram realizadas no aparelho referido em MO.
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Quadro 4 - Testes histoquimicos efectuados no presente estudo

Grupos de compostos Teste histoquimico
Mucilagens Acido Ténico/Trico.Io.reto de Ferro (Pizzolato e
Lillie, 1973)
Polissacaridos gerais PAS (Feder & O'Brien, 1968)
Lipidos gerais Vermelho Sudao Il (Johansen, 1940)

Azul do Nilo (Jensen, 1962)
Acetato de cobre/Acido Rubeanico (Lison, 1960)

Nadi (David e Carde, 1964)
Tricloreto de antimoénio
(Hardman and Sofowora, 1972)
2,4-dinitrofenilhidrazina (Lison, 1960)

Lipidos diferenciais (acidos e neutros)

Terpendides

Tricloreto de Ferro Il (Johansen, 1940)
Fenois Dicromato de potassio (Johansen, 1940)
Vanilina (Gardner, 1975)

Alcaloides Reagente de Dittmar (Furr e Mahlberg, 1981)

Os testes histoquimicos em luz visivel foram completados com observacdes em microscopia
Optica de fluorescéncia onde foi observada a autofluorescéncia. O material foi seccionado a
mao e observado através de um microscépio de fluorescéncia Olympus BX60 equipado com
uma lampada de vapor de mercdrio e, um filtro de excitacao 340-380 nm com um filtro de
barreira a 430 nm e um filtro de excitacdo a 450-490 nm com paragem a 515 nm. Este

equipamento possui também um sistema de aquisicéo directa de imagem Olympus DP 50.

3.3. Analise de dados

Os valores obtidos resultaram de uma meédia de 10 observagbes para os parametros:
dimensbes do mesodfilo, indice estomatico e indice de glandulas e 15 observacdes para os
parametros da epiderme e estomas.

Todos os dados foram tratados estatisticamente através da analise de variancia a um factor,
ANOVA, com um nivel de significancia de 5%. Efectuou-se a analise dos dados de acordo
com os procedimentos da GML, recorrendo ao programa estatistico SAS® (SAS Institute,
Cary, NC, E.U.A)).

Para fazer as analises de variancia multivariada (andlise aglomerativa e andlise de
componentes principais) foi usado o programa Statisitica versédo 6.0, em que a matriz de

dados consiste no valor médio de cada parametro.
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3.4. Estudos Moleculares

Para a obtencdo de DNA gendmico foram utilizadas folhas jovens das sete espécies do
género Hypericum L. referidas no Quadro 2, incluindo-se as espécies H. androsaemum e H.
perforatum (Quadro 5), que ndo foram usadas no estudo morfolégico e histoquimico. Estes
exemplares foram mantidos em cultura em vaso durante algum tempo, no Parque Botanico

da Tapada da Ajuda, Instituto Superior de Agronomia, Universidade Técnica de Lisboa.

Quadro 5- Identificacéo do voucher de H. androsaemum e H. perforatum

Taxa Voucher Estudo efectuado
(LISl
H. androsaemum 1864/2009 DNA
H. perforatum ssp 365/2007 DNA
perforatum

3.4.1. Extraccdo e quantificacdo do DNA gendmico

Para a extraccdo do DNA genomico utilizou-se o DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen)
introduzindo-se algumas modificacées ao protocolo apresentado no Anexo 1V, A.

Foi necessario recorrer ao método CTAB (Cationic hexadecyl Trimethyl Ammonium
Bromide) para extraccdo do DNA de uma das amostras (Anexo IV, B), uma vez que na
espécie H. calycinum nado se conseguiu extrair o DNA com o Kit anteriormente referido.

A quantificacdo do DNA foi realizada por comparacgéao visual da intensidade de fluorescéncia
das bandas de aliquotas de 3 ul de DNA de cada amostra com a das bandas padrao do
DNA do fago lambda. Esta quantificacdo foi efectuada em géis de agarose 0,8% (p/v), 0s
quais foram posteriormente submetidos a electroforese em tampéo 0,5x TBE (45 mM Tris-
Borato pH 8,0 e 1 mM EDTA) contendo 0,5 pg/ml de brometo de etidio.

Apbs a corrida electroforética, os perfis foram visualizados sob luz ultravioleta, no analisador
de imagens VersaDoc (Bio-Rad).

Outra técnica utilizada para quantificar o DNA foi a Espectrofotometria recorrendo a
determinagéo das absorvancias a 260 nm (As) € a 280 nm (Azgo), Num espectrofotometro
(BioRad Smart-Spec 3000).

3.4.2. Amplificacdo de DNA por PCR

O DNA extraido foi amplificado por PCR recorrendo-se ao Kit Tag PCR Master Mix (Qiagen)

e as reaccdes de amplificacdo foram realizadas num termociclador PCR Express Hybaid.
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Todos os reagentes (conservados a -20°C) e material estéril necessarios foram manuseados

numa camara com ambiente previamente descontaminado por luz UV.

3.4.2.1. Amplificacdo de ISSR

Para a deteccdo de polimorfismos entre as espécies analisadas, foram testados 7 primers:
MR, (CACAC)s, (CA)sRG, (CAG)s, (GA)sYG, (GA)YT e HVH(TG)-.

As misturas reaccionais foram preparadas para um volume de 25 ulL recorrendo-se ao kit
Taq PCR Master Mix (Qiagen) e de acordo com o Quadro 6.

Quadro 6- Componentes e respectivos volumes nas misturas da reacc¢éo para os primers MR, (CACAC)s,
(CA)RG, (CAG)s, (GA)SYG, (GA)sYT e HVH(TG);

Componentes Volumes (pl) Concentragao final
dNTPs (200 uM cada)
Tag PCR Master Mix (2x) 12,5 MgClz (1,5 mM)
Taq DNA polimerase (2,5 U)
MgCl; (25 mM) 0,5 0,5mM
DMSO 1,25 5%
MR 0,4
(CACAC)3 0,4
. (CA)sRG 0,3
Primers
(CAG)s 0,3 0.5 uM
(GA)YG 0,4
(GA)SYT 0,3
HVH(TG)7 0,3
ddH,O até 25 uL -
DNA 0,5 30-100 ng/ul

Y=CouT,R=AouG;,H=AouCouT;V=AouCouG

A programacdao utilizada para a amplificacdo da regido ISSR de todos os primers consta do
Quadro 7.

Quadro 7- Programa de PCR utilizado

Etapas Temperatura | Tempo .
. N.° Ciclos
(°C) (min)
Desnaturacéo inicial 94 3 1

Desnaturacao 94 1

Hibridacao 55 1 45

Extenséo 72 2
Extensdo final 72 10 1
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e Electroforese em gel de agarose (AGE)

Os produtos resultantes das amplificagdes foram submetidos a separacao electroforética em
gel de agarose com uma concentracdo de 1,5 % (p/v) em 0,5x TBE com 0,5 ug/mL de
brometo de etidio, numa tina de separacdo Sub-Cell GT (Bio-Rad) e utilizando-se uma fonte
eléctrica Pac300 (Bio-Rad). Nos pocos do gel foram colocados 20 uL de produto amplificado
com 1uL de solugdo tampdo de deposicdo (0,25 % de azul de bromofenol, 0,25% de
xilenocianol e 40% de sacarose). A separacdo electroforética decorreu a uma voltagem

constante de 150 V durante trés horas.
e Anédlise dos géis

Os géis foram visualizados no analisador de imagens VersaDoc (Bio-Rad). As dimensbes
moleculares dos fragmentos visualizados foram determinadas através das suas mobilidades
relativas e das de fragmentos de dimensdo conhecida, marcador O'RangeRuler™
100bp+500bp DNA Ladder (Fermentas), utilizando-se o programa de analise molecular
Quantity One (Bio-Rad).

e Andlise de dados

Para andlise dos resultados obtidos por PCR a partir da amplificagdo dos primers ISSR
recorreu-se a métodos de taxonomia numérica e utilizou-se o programa NTSYS-pc
(Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System), versédo 2.02 (“Applied Biostatistics
Inc”) (NObrega, 1996). Deste modo, a partir da leitura dos géis foi construida uma matriz
binaria para os fragmentos polimérficos com presenca (1) e auséncia (0) de bandas. A
semelhanca entre as amostras foi estimada pelo coeficiente de Dice e, para se representar
graficamente o padrdo de divergéncia genética, as matrizes de semelhanca foram
submetidas a uma analise de agrupamento do tipo UPGMA (Unweighted Pair-Group Method

Using na Arithmetic Average), obtendo-se os respectivos dendogramas.

3.4.2.2. Amplificagdo daregido ITS

Para amplificagcdo da regido ITS utilizaram-se os primers universais ITS4/ITS5 desenhados
por White et al. (1990) e referidos por muitos autores. Utilizaram-se também os primers
C28kj/Leul, o primeiro desenhado por K. W. Cullings (San Francisco State University) e 0
segundo por L. E. Urbatsch (Louisiana State University) (Vargas et al., 1998; 2000). No

Quadro 8 apresentam-se as sequéncias de nucleétidos destes primers.
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Quadro 8- Cadigos e sequéncias de nucledtidos dos primers forward (F) e reverse (R)

Cédigo | Sequéncia de nucleétidos (5"—3") Regido do DNA amplificada
ITS5 F: GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG
ITS4 R: TCCTCCGCTTATTGATATGC

C28Kj F: TTGGACGGAATTTACCGCCCG
Leul R: GTCCACTGAACCTTATCATTTAG

< 700 bp em angiospérmicas

~ 800 bp

As misturas reaccionais foram preparadas para um volume de 50 pl de acordo com o
Quadro 9.

Quadro 9 -Componentes e respectivos volumes nas misturas da reacgdo para os pares de primers ITS5/ITS4 e

C28Kj/Leul
Componentes Volume (pl) Concentracdo final
dNTPs (200 uM cada)
Taq PCR Master Mix (2x) 25 MgCl; (1,5 mM)
Taq DNA polimerase (2,5 U)

MgCl, (25 mM) 4 2mMm
Primer forward (10 pM) 2 0,4 uM
Primer reverse (10 pM) 2 0,4 uM

ddH>0 16 -
DNA 1 100 ng/pl

A programacéo utilizada para a amplificacéo da regido ITS consta do Quadro 7, apresentado

anteriormente.

3.4.2.2.1. Clonagem de Produtos PCR
e Eluicéo e purificagbo de fragmentos amplificados

Como os produtos amplificados resultantes contém uma mistura complexa que inclui, além
dos produtos PCR especificos, os componentes residuais da reaccao, tais como primers,
nucleétidos ndo incorporados, enzimas, sais e produtos PCR inespecificos, procedeu-se a
purificacdo das bandas (dos produtos amplificados com o par de primers C28Kj/LEUL)
utilizando o kit QIAquick agarose gel extraction (Qiagen), seguindo as instrucdes fornecidas
pelo fabricante (Anexo IV, C).

e Ligacédo ao vector plasmidico

O processo de clonagem divide-se fundamentalmente em dois passos, a ligacdo e a

transformacdo. O primeiro passo consiste em efectuar a ligacdo dos fragmentos de DNA
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purificados ao vector plasmidico pJET1.2/blunt (Fig. 3) utilizando-se para tal o protocolo do
PCR Cloning Kit (Fermentas) (Anexo IV, D.1.), de acordo com o Quadro 10.

Quadro 10 -Processo de ligacéo e transformacéo dos fragmentos de DNA

Reaccéo de Ligacéo Reaccédo de Transformacgéo

(Anexo IV D.1.) (Anexo IV D.2.)

Tampéo de ligagao (2x) 10l | e Mistura de reacgdo de ligagéo

Produto de PCR 2 pl e  Células competentes (TransformAid Bacterial)
ddH.0O 5ul e Meio SOC

DNA blunting enzyme 1l e  Placas com LB contendo ampicilina

Vector pJetl.2/blunt (50 ng/ ul) 1l

T4 DNA ligase (5 W/ pl) 1l

Volume Total 20 pl

O vector pJET1.2/blunt, fornecido sob a forma linearizada, hibrida com elevada
especificidade com os produtos PCR gerados pelo uso de Tag contida no PCR Cloning Kit.
Este vector contém o gene de resisténcia a ampicilina e um gene letal eco471R, que é
interrompido pela ligacdo do fragmento de DNA (insert) e que possibilita a seleccdo das
células transformantes, uma vez que s6 as células com o plasmideo recombinante

conseguem multiplicar-se em meio de cultura suplementado com ampicilina.

pJET1.2/blunt
| 2074 hp

Figura 3 - Vector de clonagem pJET1.2/blunt com a lista das endonucleases de restricdo que possuem locais de
reconhecimento Unicos que ladeiam o local de inser¢do do DNA clonado (MCS) (adaptado de PCR Cloning Kit
(Fermentas)

(Fonte: http://www.fermentas.com)

A mistura resultante da ligacéo foi utilizada para transformar células bacterianas de E.coli
competentes aptas a incorporar DNA exd6geno, de acordo com o protocolo de transformacéo
(Anexo IV, D.2.).
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A mistura resultante da transformacéo foi plaqueada em placas de Petri num meio solido LB
(meio standard Luria Bertani) contendo ampicilina (100 uyg/mL). As placas foram incubadas a

37°C durante a noite.
e Multiplicacdo das células recombinantes de Escherichia coli em meio LB liquido

Apos a multiplicagdo das células recombinantes, as colonias isoladas foram seleccionadas e
colocadas em 2 ml de meio de cultura liquido LB suplementado com ampicilina. Foram
incubadas durante a noite a 37°C sob agitacdo de 150 rpm para posterior extraccdo do DNA

plasmidico.
e Extraccdo do DNA plasmidico

Para a extrac¢do do DNA plasmidico utilizou-se o Plasmid Miniprep Kit (Fermentas) (Anexo

IV, E) seguindo as instrugdes do fabricante.
e Digestdo com enzimas de restricao
O vector pJET1.2/blunt contém locais de restricdo Unicos junto do local de inser¢cdo do DNA

exdgeno- MCS (Multiple Cloning Site) (Fig. 4).

pJET1.2 forward sequencing primer, 23~mer

T7 trangeripiion start 998 M_EE.[.’,@%L.___
T7 promote: — ; Notl Bglll Kpn2!
5YOGGC GTAATA GG CTC ACT ATA GEE ach GCG GCC GCC AGA TCT TCC GGA TG
4 CeG oBTDAT GCT GG TEA TAT CoC ToT CGC CGG CGG TCT AGA AGG CCT AC
AMa Tyr Tyr Ser Glu Ser Tyr Pro Ser Arg Gy  Gly Ser Arg Gly Ser Pre

Eco88l

il ___ 3n 372 Xhal
PspXl [ | o Xbal
G CTC GAG TTT TTC AGC BAAG AT

Anr

C GAG CTC AAA AAG TCG TTC TALHE:
Giu  Leu lys Gir Ala leu

Bylil
TTC TAG AAG ATC TCC
AMG ATC TTC TAG AGS
Giu  lew leu Asp Gly

Btgl
Eco130!
Neal Bsul5l 422

TAC AAT ATT CTC AGC TGC CAT GGA AAA TCG ATG T1¢ TTC T 3'
ATG TTA TAA GAG TCG ACG GTA CCT TTT AGC TAC AAG AAG A 57
Val  Hle Asn Gy Alm Ala Met Ser Phe Arg His Glu Gl

PJET1.2 reverse sequencing primer, 24-mer

Figura 4 - Mapa de restricao do vector pJET1.2/blunt

De acordo com o mapa de restricdo para este vector, o DNA recombinante foi digerido com
as enzimas de restricdo Notl e Xbal que, clivando o vector pJET1.2/blunt em dois locais, um
precedente e outro subsequente ao local de inser¢cdo do DNA exdgeno, permite o
isolamento deste.

No Quadro 11 apresentam-se 0S componentes e respectivos volumes utilizados nas

reaccdes de digestdo com a Notl (BioLabs) e a Xbal (BioLabs).
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Quadro 11 -Componentes e respectivos volumes nas misturas de reac¢do de digestdo

Componente Volume (pl) | Local de reconhecimento da enzima
Digestéo com Notl Solugéo tampéo (10x) 2
Cyam ENGLAND Enzima de restrigdo (10 U/ pl) 1 5...GC|GGCCGC...3"
10LADS:. Agua destilada esterilizada 15 3...CGCCGG1CG...5’
DNA plasmidico 1
Digestdo com Xbal Solugéo tampéo (10x)
(N ENGLAND Enzima de restrigdo (10 U/ pl) 1 5..T|CTAGA...3’
10LADS:. Agua destilada esterilizada 15 3"...AGATC1T...5°
DNA plasmidico 1

O procedimento consistiu Nos seguintes passos:

1) Os tubos eppendorf contendo as misturas de reaccdo foram colocados a 37°C durante 2
horas.

2) Apoés este periodo as enzimas foram inactivadas por incubacdo a 65°C durante 20
minutos.

3) Terminada a restricdo, 0s respectivos digestos foram fraccionados por AGE,
determinando-se a dimensdo dos fragmentos por comparacdo das suas mobilidades
electroforéticas com as de DNAs marcadores moleculares aplicados em simultdneo com

as amostras no gel.

3.4.2.2.2. Sequenciacao

e Sequenciac¢do dos produtos PCR obtidos com os primers C28Kj/LEU1
As reacc¢Oes de sequenciacdo foram conduzidas pela empresa STAB Vida.

e Andlise das sequéncias

As sequéncias foram alinhadas utilizando-se o programa Geneious Pro 3.0.4.
(http://www.geneious.com/).

As andlises de homologia foram realizadas recorrendo-se ao algoritmo BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) e o dendograma foi obtido pelo algoritmo Neighbor-
Joining através do programa BLAST TREE VIEW.
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4. Resultados e discussao

4.1. Morfoanatomia foliar
Nos taxa H. calycinum (HYPCA), H. canariense (HYPCN), H. grandifolium (HYPGR), H. x

inodorum (HYPIN) e H. patulum (HYPPA) procedemos a observagdo de caracteres

morfolégicos e anatomicos foliares que seguidamente passamos a descriminar para cada

Y

espécie. No Quadro 12 apresenta-se uma sintese dos principais microcaracteres descritos

para estas cinco espécies e no Quadro 13, os valores médios, respectivo erro padrao da

média e comparacao das médias pelo teste da minima diferenca significativa para um nivel

de probabilidade de P>0,05.

Quadro 12 - Caracteristicas morfoanatémicas observadas em folhas de Hypericum calycinum L.(HYPCA),
Hypericum canariense L. (HYPCN), Hypericum grandifolium Choisy (HYPGR), Hypericum x inodorum Mill.

(HYPIN) e Hypericum patulum Thunb (HYPPA). (+)— pouco; (+++)— muito

palicada

Caracteristicas Taxa
morfoanatomicas HYPCA HYPCN | HYPGR | HYPIN | HYPPA
Epiderme superior:
Poligonais, com | Poligonais com Poligonais, Poligonais com Pg“ﬁgggfs’
Forma das células ) paredes p_argdes com paredes p_argdes cgmpparedes
sinuosas £+) e d|re|tas~e sinuosas S+) e d|re|tas~e direitas e
pontuacdes pontuacdes pontuacdes pontuacdes pontuacdes
Depositos em Dep6sitos em Dep6sitos em Dep6sitos em Dep6sitos em
placas placas placas placas placas
Dep6sitos cuticulares dispostos ao dispostos ao dispostos ao dispostos ao dispostos ao
acaso com acaso com acaso com acaso com acaso com
elevada densidade baixa baixa baixa
densidade média densidade densidade densidade
Epiderme inferior:
Poligonais, com Poligonais, Poligonais, Poligonais com Células
. paredes com paredes com paredes paredes papilaceas
Forma das células . ; ; o
sinuosas (+++) sinuosas (+) e sinuosas (+) e direitas e com forma
e pontuagdes pontuagdes pontuagdes pontuagdes indefinida
Dep6sitos em Dep6sitos em Depdsitos em Dep6sitos em Dep6sitos em
placas placas placas placas placas
- . dispostos ao dispostos ao dispostos ao dispostos ao dispostos ao
Dep6sitos cuticulares
acaso com acaso com acaso com acaso com acaso com
elevada densidade baixa baixa baixa
densidade média densidade densidade densidade
Tipos de estomas Diff‘c"“?‘?s € Anor_noc[ti_cos € Paraciticos Paraciti(;(_)s e -
Anisociticos Anisociticos Anomociticos
Cortes transversais:
Paréna. clorofilino em 2 camadas 1 camada 1 camada 1 camada 1 camada

Paréng. clorofilino
lacunoso

4-5 camadas

4-5 camadas

4-5 camadas

4-5 camadas

4-5 camadas

Glandulas secretoras,
translacidas

presentes no
parénquima
clorofilino em
palicada ou na
zona de
transicao entre
os dois
parénquimas
*observam-se
também cristais
de oxalato de
célcio

presentes no
parénquima
clorofilino em
palicada e no
parénquima
clorofilino
lacunoso

presentes no
parénquima
clorofilino em
palicada e no
parénquima
clorofilino
lacunoso

presentes no
parénquima
clorofilino em
palicada e no
parénquima
clorofilino
lacunoso

presentes no
parénquima
clorofilino em
palicada ou na
zona de
transigao
entre os dois
parénquimas
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Quadro 13 - Parametros morfoanatémicos médios observados em folhas de Hypericum calycinum L.(HYPCA),
Hypericum canariense L. (HYPCN), Hypericum grandifolium Choisy (HYPGR), Hypericum x inodorum Mill.

(HYPIN) e Hypericum patulum Thunb (HYPPA)

Parametro morfo Taxa
anatomico
HYPCA HYPCN HYPGR HYPIN HYPPA
@ Meséfilo total (Lm) 1850 (2,69)a | 119,9(851)c | 93,3(506)d | 101,1(524)d | 154,2(3,86)b
Wparénquima palicada 97,0 (1,53) a 31,5(1,31)c | 268(117)c | 27.8(1.23)c 45,0 (3,00) b
(um)
Oparenquima 80,0 (2,98) a 54,1(1,01)b | 450(6,62)b | 48,4 (3,29)b 76,7 (4,47) a
lacunoso (um)
Dindice estomatico 17,4 (0,63) ¢, b 18,8 (1,30)b | 20,2(1.27)b | 14,2(0,79)c 28,7 (1,72) a
Windice glandulas 1,0 (0,12) ¢ 34,4 (6,80)a | 11,5(1,100b | 16,1(0,76) b 27,6 (2,91) a
@c. estomas (um) 25,5 (0,59) a 23,0(058)b | 19,4(0,66)c | 16,8(0,56)d | 24,4(0,75)b, a
@)L, estomas (um) 24,4 (0,68) a 142 (0,31)c | 13,3(050)c | 13,7 (0,65)¢c 17,0 (0,84) b
@c. células ep. Inferior 79,3 (1,63) a 36,4 (273)b | 37,3(1,33)b | 27,6 (1,10)c 39,3 (1,81) b
(Hm)
@ células ep. Inferior 28,6 (1,07) a 259(1,76)b | 17,0(0,66)c | 13,2(0,65)d 19,2 (0,75) ¢
(um)
@c. células ep. 47,6 (2,14) a 28,1(1,59)d | 38,0(1,18)b | 30,1(0,58)d, 33,6 (1,31) ¢
Superior (um) c
@)L células ep. 31,7 (1,45) a 28,8 (225)a | 21,1(1,50)b | 154(049)c | 192 (101)c,b
Superior (um)
@Estomas (C/L) 1,1 (0,04) b 1,6 (0,06) a 1,5(0,07) a 1,3 (0,08) b 1,5 (0,06) a
@células ep. inferior - 2,9(0,14) a 1,5(0,17) ¢ 2,3(0,13) b 2,2(0,15) b 2,1(0,11) b
c/lL
@células ep. superior - 1,5 (0,08) b 1,1(0,12) ¢ 1,9 (0,11) a 2,0 (0,08) a 1,8(0,16) b, a
C/L

Em cada linha letras diferentes indicam - diferencas altamente significativas entre espécies para um nivel de

probabilidade de 0,05;

Entre paréntesis - erro padrao da média; L = largura; C = comprimento;

@ valores médios de 10 observagoes; @ valores médios de 15 observacdes

4.1.1. Hypericum calycinum

4.1.1.1. Macrocaracteres

Este taxon possui folhas opostas, oblongas a elipticas, coriaceas, subsésseis sem peciolo,
glabras, de margem inteira, com 35-95 mm x 10-40 mm e numerosas glandulas secretoras
translucidas, visiveis em ambas as paginas e distribuidas aleatoriamente (Fig. 5, A). Esta

espécie ndo apresenta outro tipo de estruturas secretoras.
4.1.1.2.Microcaracteres

A epiderme superior apresenta células poligonais de parede celular sinuosa, com
pontuacdes, isto é, paredes celulares com espessamentos em rosario (Fig. 5, B), e uma

camada densa de ceras epicuticulares, de tipo placa, dispostas ao acaso (Fig. 6, A). As
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células desta epiderme apresentam uma razdo comprimento / largura de 1,54 pym (Quadro
13). Nao apresenta estomas.

As células da epiderme inferior sdo poligonais, com paredes celulares muito sinuosas, com
pontuagdes, e uma razdo comprimento / largura média de 2,86 um (Quadro 12 e 13). Em
microscopia electronica observam-se também ceras epicuticulares (Fig. 6, C) e humerosos
estomas do tipo diacitico e anisocitico, ambos distribuidos ao acaso e sem orientacdo
definida (Fig. 5, C). As dimensdes dos estomas sdo, em média, de 25,5 um e 24,4 um,
comprimento e largura, respectivamente. Este comprimento difere significativamente do das
células estomaticas de H. canariense, H. grandifolium e Hypericum x inodorum, mas néo de
H. patulum. A largura das células estomaticas de H. calycinum difere significativamente do
valor encontrado em todos os outros taxa. O indice estomatico calculado foi de 17,4 e difere
dos taxa Hypericum x inodorum e H. patulum (Quadro 13).

O mesofilo apresenta cortes transversais muito uniformes, com duas camadas de
parénquima clorofilino em palicada (Fig. 5, D), com espessura média de 97 um, quatro a
cinco camadas de parénquima clorofilino lacunoso, com espessura média de 80 um, este
com numerosos e grandes espacos intercelulares. Observam-se cristais de oxalato de calcio
em forma de drusas, sempre na proximidade de feixes vasculares (Fig. 5, D). As glandulas
translucidas situam-se no seio do parénquima clorofilino em palicada (Fig. 6, B) ou na zona
de transicao entre este e o paréngquima clorofilino lacunoso. O indice de glandulas é de 1,0,
o valor mais baixo observado, diferindo significativamente dos outros quatro taxa analisados
(Quadro 13).
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Figura 5 - H. calycinum L.: A — Pormenor da pagina superior da folha observando-se a distribuigdo de glandulas
secretoras translicidas ( MO x 12,5); B — Epiderme superior com células poligonais e paredes celulares com
pontuacgdes (seta vermelha) (MO x 420); C - Epiderme inferior com estomas diaciticos (seta verde) e anisociticos
(seta vermelha) (MO x 420); D - Corte transversal da folha com duas camadas de parénquima clorofilino em
palicada, cristais de oxalato de célcio em forma de drusa (seta vermelha) e uma glandula secretora inserida na
zona de transi¢do entre o parénquima clorofilino em palicada e o parénquima clorofilino lacunoso (MO x 200)
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Figura 6 - H. calycinum L.: A — Epiderme superior,
observando-se uma camada densa de ceras
epicuticulares (MEV x 1500); B — Pormenor de corte
transversal observando-se uma glandula secretora no
parénguima clorofilino em palicada (MEV x 500); C -
Epiderme inferior, observando-se a densa distribuicdo
de ceras epicuticulares (MEV x 1500)

©

4.1.2. Hypericum canariense
4.1.2.1. Macrocaracteres

As suas folhas com dimensdes de 26-70 mm x 5-15 mm s&o opostas e glabras, subsésseis
sem peciolo, elipticas a oblongo-elipticas, com margem inteira, por vezes nao clorofilina
(Fig. 7, A), e base estreita acunheada. Apresenta glandulas secretoras translicidas visiveis

em ambas as paginas, ndo possuindo glandulas pretas.
4.1.2.2.Microcaracteres

As células adaxiais sé@o poligonais e apresentam paredes celulares direitas, com pontuacées
(Fig. 7, B). O comprimento e largura média das células epidérmicas da pagina superior sdo

de 28,1 um e 28,8 um, respectivamente (Quadro 13). O comprimento destas células difere
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do observado nos taxa H. calycinum, H. grandifolium e H. patulum, enquanto a largura é
semelhante a encontrada em H. calycinum. A epiderme superior também n&o possui
estomas.

A epiderme abaxial é constituida por células poligonais, paredes celulares sinuosas com
pontuagcfes, com dimensdes médias de comprimento e largura de 36,4 um e 25,9 um,
respectivamente. O comprimento difere significativamente de H. calycinum e de H. x
inodorum (Quadro 13). Os estomas existentes nesta epiderme sdo numerosos e de dois
tipos: anomociticos e anisociticos, distribuidos ao acaso e sem orientacdo definida (Quadro
12, Fig. 7, C). Em média, o comprimento e largura das células estomaticas é de 23,0 um e
14,2 um, respectivamente. O indice estomatico foi de 18,8 diferindo do encontrado em H.
patulum e H. x inodorum (Quadro 13).

O mesofilo de H. canariense apresenta cortes transversais apenas com uma camada de
parénquima clorofilino em palicada, com espessura média de 31,5 um, e quatro a cinco
camadas de parénquima clorofilino lacunoso, com espessura média de 54,1 um, este com
numerosos e grandes espacos intercelulares (Fig. 7, D). A espessura dos dois parénquimas
difere significativamente da dos taxa H. calycinum e H. patulum. No revestimento das duas
epidermes é visivel uma camada de ceras epicuticulares de densidade média, dispostas ao
acaso, sob a forma de placas de grandes dimensdes (Fig. 8, A e B).

As glandulas translicidas situam-se quer ao nivel do parénquima clorofilino em palicada,
guer ao nivel do parénquima clorofilino lacunoso. O indice de glandulas foi de 34,4 (o valor
mais elevado observado). Este valor ndo difere significativamente do taxon H. patulum

(27,6) mas difere do das outras trés espécies.
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Figura 7 - H. canariense L.: A- Pormenor da pagina superior, margem inteira, ndo clorofilina e glandulas
translicidas visiveis (MO x 8); B - Epiderme superior com células poligonais, paredes direitas e com
pontuacBes na parede celular (MO x 420); C - Epiderme inferior, células de parede sinuosa, com estomas
anomociticos (seta vermelha) e anisociticos (seta verde) (MO x 420); D - Corte transversal com uma camada de
parénguima clorofilino em palicada e uma glandula secretora entre as células do parénquima clorofilino lacunoso
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Figura 8 - H. canariense L.: A - Epiderme da pagina superior, pormenor da forma das células e distribui¢cdo das
ceras sob a forma de placas (MEV x 1500); B - Epiderme da pagina inferior, pormenor das ceras epicuticulares e
estoma (seta branca) (MEV x 1500).

4.1.3. Hypericum grandifolium
4.1.3.1. Macrocaracteres

As folhas de H. grandifolium tém dimensdes de 40-90 mm x 25-45 mm, sdo opostas e
glabras, com margem inteira, subsésseis sem peciolo, largamente triangulares, ovadas a
oblongo-ovadas, apice obtuso a arredondado, base cordiforme a arredondada. Apresentam
glandulas secretoras transllcidas visiveis em ambas as paginas, ndo possuindo glandulas
pretas (Fig. 9, A).

4.1.3.2.Microcaracteres

A epiderme superior esta revestida por ceras epicuticulares pouco densas, dispostas ao
acaso sob a forma de placas (Fig. 9, B). E formada por células poligonais com paredes
celulares pouco sinuosas e sem estomas (Quadro 12). As células epidérmicas adaxiais
apresentam um comprimento e largura meédios de 38,0 um e 21,1 um, respectivamente. O
comprimento difere significativamente do das outras espécies enquanto que a largura &
apenas semelhante a da espécie H. patulum (Quadro 13).

A epiderme abaxial € revestida por ceras epicuticulares pouco densas e apresenta estomas
do tipo paracitico (Fig. 9, C), também sem orientagdo definida e distribuidos ao acaso. As
dimensdes médias das células estomaticas sdo 19,4 um e 13,3 um de comprimento e
largura, respectivamente. O comprimento apresenta um valor significativamente menor que
qualquer das outras espécies. O indice estomatico nesta espécie é similar ao verificado em
H. calycinum e H. canariense, mas significativamente superior ao de H. x inodorum e

significativamente inferior ao de H. patulum (Quadro 13). As células da epiderme inferior sdo
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poligonais, paredes celulares pouco sinuosas e com pontuagfes, com um comprimento e
largura médios de 37,3 um e 17,0 um, respectivamente. Os dois parametros diferem
significativamente dos observados em H. calycinum e H. x inodorum.

18khm

(A) (B)

©

Figura 9 - H. grandifolium Choisy: A - Pormenor
da pagina superior, margem inteira, e glandulas
secretoras transllcidas visiveis (MO x 12,5); B -
Pormenor da epiderme superior, observando-se as
ceras epicuticulares em placa (MEV x 1500); C -
Epiderme inferior com estomas do tipo paracitico
(seta branca) (MEV x 500); D - Pormenor de corte
transversal da folha, evidenciando a existéncia de
apenas uma camada de parénquima clorofilino em
- palicada (MEV x 500); E - Pormenor de corte
e 1 transversal da folha, observando-se uma glandula
secretora inserida no parénquima clorofilino
lacunoso MEV (x 1000)

(E)
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Os cortes transversais das folhas ilustram um meséfilo com apenas uma camada de
parénquima clorofilino em palicada (Fig. 9, D) com dimensdes médias de 26,8 um, valor
significativamente inferior ao de H. calycinum e ao de H. patulum (Quadro 13). Observam-se
guatro a cinco camadas de parénquima clorofilino lacunoso com dimensdes médias de 45
pm, com um valor também significativamente inferior ao de H. calycinum e ao de H. patulum
(Quadro 13). As glandulas translicidas encontram-se distribuidas tanto no parénquima
clorofilino em palicada como no parénquima clorofilino lacunoso (Fig. 9, E). O indice médio
de glandulas calculado foi de 11,5, valor que difere significativamente do encontrado nos

taxa H. calycinum, H. canariense e H. patulum.

4.1.4. Hypericum x inodorum
4.1.4.1.Macrocaracteres

O hibrido H x inodorum tem folhas com dimensdes de 35 mm x 110 mm, oblongo-
lanceoladas a largamente ovadas, sésseis, glabras e sem peciolo, margem inteira. Apice
agudo a arredondado, base arredondada a cordada, nervagcdo em rede apertada e
proeminente em ambos os lados da folha. Apresenta glandulas secretoras translicidas,

visiveis em ambas as paginas e sem glandulas pretas (Fig. 10, A).
4.1.4.2.Microcaracteres

A epiderme superior é revestida por ceras epicuticulares pouco densas dispostas ao acaso
sob a forma de placas, sem estomas (Fig. 10, C). Apresenta células poligonais, paredes
celulares direitas, com comprimento e largura médios de 30,1 um e 154 pm,
respectivamente e igualmente com pontuacdes (Fig. 10, B). O comprimento e a largura das
células adaxiais diferem dos taxa H. grandifolium, H. calycinum e H. canariense nao
havendo diferencas significativas para o taxon H. patulum (Quadro 13).

As células da epiderme abaxial sdo poligonais com paredes celulares direitas e com
pontuagcBes. Também estdo revestidas por ceras epicuticulares dispostas ao acaso sob a
forma de placas e pouco densas. O comprimento e largura médios sdo de 27,6 um e 13,2
um, respectivamente, diferindo significativamente dos outros quatro taxa (Quadro 13).

Os estomas sao de dois tipos: paracitico e anomocitico (Fig. 10, D), sem orientacdo
definida e distribuidos ao acaso. O comprimento e largura médios das células estométicas
sdo de 16,8 pm e 13,7 pm, respectivamente. O comprimento apresenta diferencas
significativas em relagdo as outras espécies em estudo e a largura é semelhante a de H.
canariense e H. grandifolium. O indice estomético € de 14,2, valor significativamente inferior

ao observado nos outros taxa (Quadro 13).
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Figura 10 - H. x inodorum Mill.: A - Pagina inferior
da folha, observando-se a nervacdo em rede mais
apertada e a distribuicdo das glandulas secretoras
translicidas; B - Pagina superior da folha, epiderme
com células poligonais e parede celular com
pontuagdes (MO x 420); C - Pormenor da epiderme
superior, observando-se as ceras epicuticulares em
placa com uma distribuicdo pouco densa (MEV x
1500) ; D - Epiderme inferior com estomas
paraciticos (seta branca) e anomociticos (seta
vermelha) (MEV x 500); E — Pormenor de corte
transversal da folha, evidenciando a existéncia de
uma camada de parénquima clorofilino em palicada
e a insercdo de glandulas secretoras entre as
células do parénquima clorofilino lacunoso (MO x
420);
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No mesdfilo observa-se uma camada de parénquima clorofilino em palicada (Fig. 10, E) com
dimensbes médias de 27,8 um, quatro a cinco camadas de parénquima clorofilino lacunoso
com dimensfes médias de 48,4 um (Quadro 13). As glandulas translicidas encontram-se

distribuidas nos dois parénquimas. O indice de glandulas de 16,1, é estatisticamente

semelhante a H. grandifolium mas diferente do valor observado nos outros taxa (Quadro 13).

4.1.5. Hypericum patulum
4.1.5.1.Macrocaracteres

As folhas de H. patulum sdo opostas, sésseis, glabras, lanceoladas a ovais com margem
inteira, base acunheada e apice obtuso-apiculado a arrendondado-apiculado. As folhas tém
dimens@es aproximadas de 15-60 mm x 5-30 mm, com glandulas translicidas de dimensdes

heterogéneas em ambas as paginas e sem glandulas pretas (Fig. 11, A).
4.1.5.2.Microcaracteres

A epiderme superior ndo tem estomas. Apresenta ceras epicuticulares pouco densas
dispostas ao acaso sob a forma de placas (Fig. 11, C). Todas as células possuem
pontuaces na parede celular (Figura 11, B). As suas células sdo poligonais, ligeiramente
papilosas e de paredes celulares direitas com comprimento de 33,6 um e largura 19,2 um. O
comprimento nao difere significativamente do taxon H. x inodorum e a largura nao apresenta
diferencas significativas em relacdo ao H. grandifolium (Quadro 13).

A epiderme inferior apresenta células nitidamente papilosas, cuja forma é dificil de entender
(Figura 12, A), com comprimento de 39,3 um e largura de 19,2 yum. O comprimento e a
largura ndo diferem significativamente do taxon H. grandifolium (Quadro 13).

As ceras epicuticulares sdo pouco densas e dispostas ao acaso sob a forma de placas (Fig.
12, B). Os estomas tém um comprimento e largura médios de 24,4 um e 17 um. No
comprimento ndo apresentam diferencas significativas em relacdo ao taxon H. calycinum e
na largura diferem estatisticamente dos outros taxa. O indice estomatico foi de 28,7,
significativamente superior ao dos outros taxa em estudo (Quadro 13). Nao foi possivel
determinar o tipo estomatico nesta espécie.

As folhas em corte transversal apresentam um meséfilo com uma camada de parénquima
clorofilino em palicada com espessura de 45 pm, valor significativamente diferente do
observado nos outros taxa, e quatro a cinco camadas de parénquima clorofilino lacunoso,
com numerosos espacos intercelulares (Figura 12, D), e espessura média de 76,7 um, ndo
apresentando diferencas significativas em relagéo ao taxon H. calycinum (Quadro 13).

As glandulas secretoras translicidas encontram-se no parénquima clorofilino lacunoso e
algumas vezes na zona de transicdo entre o parénquima clorofilino em palicada e o

lacunoso (Figura 12, C). O indice de glandulas calculado para esta espécie foi de 27,6, valor
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semelhante ao observado em H. canariense (34,4) mas significativamente superior aos
valores registados em H. calycinum, H. grandifolium e H. x inodorum (Quadro 13).

(A) (B)

Figura 11 — H. patulum Thunb: A - Pormenor da
pagina superior, observando-se a distribuicdo e as
dimensdes heterogéneas das glandulas secretoras
translicidas (MO x12,5); B— Pormenor da epiderme
da pagina superior apresentando pontuacdes
(espessamento em rosario) na parede celular e
forma poligonal; C- Pormenor da epiderme da
e pagina  superior, distribuicdo das ceras
ikl 07 ? epicuticulares(MEV x 1500);
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Figura 12 - H. patulum Thunb: A - Aspecto geral da epiderme inferior com células papilaceas e estomas
distribuidos ao acaso (seta branca) (MEV x 500); B - Pormenor da epiderme da pagina inferior, distribuicao
pouco densa das ceras epicuticulares (MEV x 1500); C - Pormenor de corte transversal da folha, evidenciando a
existéncia de uma camada de parénquima clorofilino em palicada e a insercao de glandula secretora translicida
na zona de transicdo entre as células do parénquima clorofilino em palicada e lacunoso (MO x 420); D -
Pormenor de corte transversal da folha, idéntico ao anterior (MEV x 350)

Do que atras ficou exposto e pela analise dos Quadros 12 e 13 depreende-se a existéncia
de diferencas qualitativas e quantitativas em alguns macro e microcaracteres, observados
nos exemplares das cinco espécies estudadas. Nos macrocaracteres destacamos as
diferencas a nivel da forma, dimenséo e base foliar. No entanto, os taxa H. grandifolium e H.
patulum apresentam algumas dificuldades quanto a sua distingdo macroscopica, uma vez
gue as suas folhas sdo muito semelhantes. A dimenséao das folhas é uma caracteristica que
varia com as condi¢cdes ambientais, pelo que possui um valor taxonémico limitado (Metcalfe
e Chalk, 1950).

Uma vez que as amostras de farmacos de hipericdo encontram-se no mercado
fragmentadas e pulverizadas e sdo maioritariamente constituidas por folhas, os seus
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microcaracteres tém uma especial importancia no estabelecimento das diferengas entre os
Varios taxa.

Nos microcaracteres as diferencas observadas foram: dimensédo das células da epiderme
inferior e superior com parede celular mais ou menos sinuosa, a espessura da cuticula,
densidade dos depositos epicuticulares, tipos, dimenséo e indice estomético, dimenséo e
indice de estruturas secretoras e ainda o niumero de camadas de células existente nos dois
tipos de parénquimas clorofilinos, que condiciona a espessura dos mesmos. Ainda ao nivel
das folhas, caracteres como a forma das células epidérmicas, o tipo e forma dos estomas
sdo considerados bons caracteres taxondmicos (Metcalfe e Chalk, 1950). Stace (1989)
considera que quando a dimensdo dos estomas é constante dentro de um taxon, ele pode
ser considerado um bom caracter taxonémico. Segundo Metcalfe e Chalk (1979), o indice
estomatico é também considerado um bom caracter taxonomico, uma vez que €
independente do habitat, da idade da planta e da regido da planta estudada. No entanto,
segundo estes autores, por vezes as caracteristicas da cuticula e das células da epiderme
podem oferecer uma grande variabilidade dentro de um mesmo taxon.

Todas as espécies estudadas apresentaram células poligonais nas duas epidermes com
pontuagfes na parede celular. Na espécie H. patulum foram observadas células papilosas
nas duas epidermes, o que a distingue de todos 0s outros taxa.

A forma da parede das células da epiderme superior foi semelhante nas espécies H.
calycinum e H. grandifolium, assim como entre os taxa H. canariense e H. x inodorum
(Quadro 12). As células desta epiderme apresentaram um racio comprimento/largura entre
1,1 (H. canariense) e 2,0 (H. x inodorum). Nao se registaram diferencas significativas entre
H. grandifolium, H. x inodorum e H. patulum mas estes taxa diferiram de H. calycinum e H.
canariense (Quadro 13).

Na péagina inferior, as espécies H. calycinum, H. canariense e H. grandifolium apresentaram
paredes celulares com formas semelhantes diferindo no taxon H. x inodorum (Quadro 12). O
racio comprimento/largura relativos as células epidérmicas desta pagina variaram entre 1,5
e 2,9. A andlise de variancia separou trés grupos: 1) H.canariense com o valor
significativamente mais baixo (1,5); 2) H. grandifolium, H. x inodorum e H. patulum com
valores intermédios e 3) H. calycinum com o valor significativamente mais elevado (2,9). Na
bibliografia consultada nédo foi encontrada qualquer referéncia a estes caracteres.

A superficie da cuticula é muito frequente o depdsito de ceras epicuticulares cuja estrutura
pode ter uma grande variacdo de planta para planta (Martin e Juniper, 1970; Esau, 1972;
Fahn, 1979). Algumas das funcdes destes depdsitos sdo a regulacdo da permeabilidade da
superficie epidérmica e a refleccao da luz para que ndo ocorram danos a nivel dos

fotossistemas e ainda contra herbivoria (Fahn, 1979). Os depdsitos epicuticulares
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apresentaram elevada densidade na espécie H. calycinum enquanto nos restantes taxa a
densidade foi média / baixa.

A existéncia de estomas so foi observada na pagina inferior. Para Metcalfe e Chalk (1950),
no género Hypericum, os estomas, geralmente confinados a péagina inferior, encontram-se
rodeados por trés ou mais células podendo-se encontrar de todos os tipos numa so6 folha.
No entanto, num estudo feito pela World Heath Organization (1999) sobre Hyperici Herba-
H. perfortum, verificou-se que o tipo de estomas mais frequente na pagina inferior, era o
paracitico e raramente anomocitico. De acordo com os resultados apresentados no Quadro
12, verificou-se que o tipo de estomas ndo é um bom caracter a considerar para uma
distincdo entre as espécies estudadas, pois existe sempre mais do que um tipo.

A razdo entre o comprimento/largura das células estomaticas variou entre 1,1 e 1,6, o0 que é
semelhante ao encontrado por Fonseca (2005) que refere uma razao comprimento/largura
nos taxa H. perforatum e H. androsaemum de 1,3. Estatisticamente diferenciaram-se dois
grupos: 1) H. calycinum e H .x inodorum com os valores significativamente mais baixos e 2)
H. canariense, H. grandifolium e H. patulum. Relativamente ao indice estomatico variou
entre os 14,2 (H. x inodorum) e 28,7 (H. patulum). Nas espécies H. perforatum e H.
androsaemum foi encontrado um indice estomatico de 16,7 e 11,5, respectivamente
(Fonseca, 2005). As folhas de H. x inodorum tém uma dimensdo maior, o que podera fazer
com que os estomas se encontrem mais espalhados, e por isso o indice seja menor. Outra
explicacdo podera ter que ver com a menor dimensdo das células epidérmicas nesta
espécie. Para o indice estomatico a analise de variancia indica que entre H. canariense, H.
grandifolium e H. calycinum as diferencas ndo séo significativas, assim como entre H.
calycinum e H. x inodorum. Neste aspecto, o taxon H. patulum difere significativamente das
outras espécies, apresentando um valor mais elevado (Quadro 13).

A presenca de glandulas é caracteristica das folhas do género Hypericum (Metcalfe e Chalk,
1950; Ciccareli et al., 2001b). As glandulas translicidas apresentam-se, como 0 préprio
nome indica, como pontos esbranquigados e palidos, esféricas ou elipticas. Sdo constituidas
por um espaco central, a cavidade propriamente dita, delimitada por uma camada de células
secretoras muito fina, e por uma camada achatada de células, esta com paredes mais
espessas. Elas encontram-se na proximidade dos feixes vasculares, o que pode indicar uma
relacdo entre os dois tipos de tecidos, 0 secretor e o de transporte, nomeadamente na
translocacéo de secretados. Este resultado vai de acordo com Green (1884) quando este
descreve 0s vasos condutores como indo mesmo até as glandulas, terminando
abruptamente junto delas e nunca as penetrando.

A posicao das glandulas no mesdfilo foi semelhante em todos os taxa estudados, podendo
estar inseridas ao nivel de qualquer dos dois tipos de parénquima clorofilinos, nunca

chegando a tocar as duas epidermes em simultaneo. Green (1884) descreve as glandulas
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como cavidades ocas de forma mais ou menos esférica, estendendo-se por todo o mesofilo,
tocando a epiderme superior e inferior; € 0 que acontece no taxon H. perforatum (Fonseca,
2005). Nas cinco espécies estudadas as glandulas encontram-se inseridas mais
profundamente no mesdfilo, e por isso s6 ocupam uma parte deste, tendo por isso menor
dimens&o. Este facto deve-se & maior espessura das suas folhas, comparativamente com H.
perforatum. No entanto, Ciccareli et al. (2001b) em H. perforatum e Bottega et al. (1999) em
H. elodes, referem que estas glandulas s6 se encontram perto da pagina inferior (no
parénquima clorofilino lacunoso). E provavel que a sua insergédo também tenha a ver com
condicbes ambientais, embora ndo se tenha encontrado qualquer referéncia a esse dado. O
indice de glandulas observado permitiu agrupar os taxa em trés grupos: 1) H. calycinum,
com valor 1,0, significativamente inferior ao de qualquer outro taxon; 2) H. grandifolium
(11,5) e H. x inodorum (16,1), com valores intermédios, semelhantes entre si mas
significativamente diferentes dos outros taxa e 3) H. patulum (27,6) e H. canariense (34,4),
semelhantes entre si, mas com valores significativamente superiores aos dos outros taxa
(Quadro 13).

O mesodfilo é bifacial para as cinco espécies de Hypericum, constituido por um paréngquima
clorofilino em palicada na pagina superior e um parénquima clorofilino lacunoso na péagina
inferior. O taxon H. calycinum possui duas camadas de parénquima clorofilino em palicada e
quatro a cinco camadas de parénquima clorofilino lacunoso com muitos espacos
intercelulares, sendo a Unica espécie que apresenta cristais de oxalato de calcio inseridos
no mesdofilo. Todas as restantes espécies estudadas tém folhas menos espessas e possuem
apenas uma camada de parénquima clorofilino em palicada. Estas diferencas ao nivel do
mesofilo apenas permitem fazer uma distincdo entre H. calycinum e as outras quatro
espécies. Em relacdo ao parametro, espessura média total do mesdofilo, observam-se quatro
grupos significativamente diferentes: 1) H. grandifolium e H. x inodorum com a menor
espessura, os valores variaram entre 93,3 e 101,1 um; 2) H. canariense com 119,9 um; 3) H.
patulum com 154,2 um e 4) H. calycinum com 185,0 um (Quadro 13).

Pela espessura do parénquima clorofiino em palicada separam-se trés grupos
significativamente diferentes entre si: 1) H. canariense, H. grandifolium e H. x inodorum com
a menor espessura, e com valores entre 27,8 e 31,5 um; 2) H. patulum com 45,0 um e 3) H.
calycinum com 97,0 um (Quadro 13). O parénquima clorofilino lacunoso apresentou uma
espessura média entre os 45 pm (H. grandifolium) e os 80 um (H. calycinum) e,
estatisticamente, separam-se 0S mesmos grupos observados para o parénquima clorofilino

em palicada (Quadro 13).
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4.2. Analise multivariada

Os 14 microcaracteres morfolégicos do limbo foliar de cinco taxa de Hypericum foram
submetidos aos testes estatisticos multivariados de Andlise Aglomerativa e Andlise de
Componentes Principais (Sneath & Sokal, 1973), a fim de agrupar as espécies de acordo
com seu grau de similaridade e verificar a capacidade discriminatoria dos caracteres
originais no processo de formacao dos agrupamentos. Os valores médios referentes aos 14

caracteres considerados encontram-se referidos no Quadro 13.

4.2.1. Analise aglomerativa

Pela andlise aglomerativa, representada na forma de dendograma (Fig. 13), foi possivel
agrupar as cinco espécies estudadas, inserindo-se num mesmo grupo as espécies que
apresentam maior similaridade.

Procedeu-se a formacéo de quatro grupos principais na escala de distancia de similaridade.
Os grupos apresentam a seguinte disposi¢do: Grupo 1 formado pela espécie H. calycinum
(HYPCA); Grupo 2 constituido pela espécie H. patulum (HYPPT), Grupo 3 formado pela
espécie H. canariense (HYPCN), e o Grupo 4 pelos taxa H. grandifolium (HYPGF) e H. x
inodorum (HYPIN). Verificou-se também que a espécie do Grupo 1 e a do Grupo 2
apresentaram maior dissimilaridade, enquanto as do Grupo 3 e 4 mostraram maior
similaridade, com base nos caracteres estruturais quantitativos avaliados.

De realgar que estes resultados, no que respeita ao Grupo 4, formado por H. grandifolium e
H. x inodorum, confirmam a sua identificacdo taxondémica, através da sua colocacdo na

mesma seccao, a sec¢do Androsaemum (Quadro 2).
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Figura 13 - Dendrograma resultante da analise aglomerativa dos microcaracteres foliares, utilizando-se a
disténcia euclediana média entre os taxa - Hypericum calycinum L. (HYPCA), Hypericum canariense L. (HYPCN),
Hypericum grandifolium Choisy (HYPGF), Hypericum x inodorum Mill. (HYPIN) e Hypericum patulum Thunb.
(HYPPT).

No Quadro 14 apresentam-se o0s coeficientes de correlagdo entre os 14 microcaracteres
gquantitativos do limbo foliar e os quatro primeiros componentes principais (Y; a Y4). No
conjunto, os dois primeiros componentes principais (Y; e Y;) foram responséaveis por 90,05%
da informacdo acumulada pelos parédmetros avaliados, constituindo-se em indicadores
eficientes de dissimilaridade, comportando-se, portanto, como caracteres diferenciadores
entre as espécies do género Hypericum estudadas, permitindo assim desprezar as restantes

variaveis representadas nos eixos 3 e 4.
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Quadro 14 - Coeficientes de correlagédo entre os 14 microcaracteres foliares quantitativos dos cinco taxa do

género Hypericum L. e os quatro primeiros eixos de componentes principais (Y1, Y2, Y3, Ya).

Parametro anatémico foliar Y1l Y2 Y3 Y4
Abreviatura Designacgéo
Mes_tot @ Mesdfilo total (um) 0.903378 | -0.194460 | 0.376027 | 0.068534
Mes_pal @ Parénquima palicada(um) 0.994925 | 0.029481 | 0.041101 | 0.086984
Mes_lac & Parénquima lacunoso (um) 0.806137 | -0.172327 | 0.566075 | -0.002498
IND_EST @ indice estomatico 0.983182 | 0.091431 | -0.132264 | 0.086597
IND_GLAN @ indice glandulas -0.613369 | -0.710539 | 0.337073 | 0.072764
Es_C @ ¢ estomas (um) 0.755487 | -0.554405 | 0.284159 | -0.202801
Es_L @ | estomas (um) 0.989212 | 0.013215 | 0.122415 | 0.079374
Epinf_C @ ¢ células ep. inferior (um) 0.990768 | -0.007353 | -0.125057 | -0.051827
Epinf_L @ | células ep. inferior (um) 0.755763 | -0.620462 | -0.209365 | 0.004038
Esup_C @ ¢ células ep. superior (um) | 0.878853 | 0.341218 | -0.165785 | -0.289314
Epsup_L @ | células ep. superior (um) | 0.705226 | -0.571260 | -0.418007 | -0.039860
EsC_L @ Estomas (CIL) -0.685872 | -0.632826 | 0.027881 | -0.358236
Einf C_L @ Células ep. inferior - C/L 0.726803 | 0.680765 | -0.034752 | -0.084315
Esup_C L @ Células ep. superior - C/L | -0.203971 | 0.903612 | 0.337795 | -0.166660
Variancia (% total) 65,79133 | 24,26688 | 7,62963 | 2,31216
Variancia acumulada (%) 65,7913 90,0582 97,6878 100,0000

Nota: @ Média de 10 observacoes; @ Média de 15 observacdes

Com o primeiro eixo da ACP, explicando 66 % da variacdo dos dados, observa-se uma
grande sobreposicdo dos efeitos entre as variaveis indice estomatico, espessura total do
mesofilo, dos parénquimas clorofilino em palicada e lacunoso, e comprimento das células
epidérmicas da pagina abaxial e adaxial (Fig. 14). O indice de glandulas e a razéo
comprimento/largura quer das células estomaticas quer das células da epiderme superior
séo responsaveis pelas variacdes ao longo do segundo eixo (24% de variancia).

As correlagdes positivas da maioria das variaveis utilizadas justificam a dispersdo dos taxa
na ACP da Figura 14. O Grupo 1 (H. calycinum) esta isolado a direita do diagrama de
ordenagédo, consequéncia l6gica do menor indice de glandulas (IND_GLAN), mas também
pela maior espessura do mesoéfilo; o Grupo 3 (H. canariense) esta correlacionado com o
maior indice de glandulas, o que permite utilizar esta variavel para distinguir estas duas
espécies. Os taxa H. x inodorum e H. grandifolium encontram-se correlacionados com a
razdo comprimento/largura da epiderme superior (Esup_C_L). Usando esta variavel, estas
duas espécies podem ser diferenciadas do Grupo 1 e 3 mas nao do Grupo 2. Neste grupo,
formado pelo H. patulum, podemos afirmar que nenhuma das variaveis consideradas parece

ser apropriada para a sua identificagao.
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Figura 14 - Representagéo grafica da dispersdo dos cinco taxa de Hypericum, e dos vectores das variaveis
(linhas a tracejado) nos dois primeiros eixos de componentes principais para o conjunto dos 14 parametros
anatémicos foliares utilizados e ainda grupos de taxa (elipse a tracejado). (Ver no Quadro 14, significado das
abreviaturas).
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4.3. Caracterizacdo histoguimica do contetdo glandular

O Quadro 15 esquematiza os grupos de compostos analisados, reagentes utilizados e
resultados obtidos na caracterizacdo histoquimica. Seguidamente, apresentam-se, com
mais detalhe, os resultados obtidos para cada um dos cinco taxa em estudo.

Em todas as espécies a aplicacdo de acido tanico/tricloreto de ferro, para deteccdo de
mucilagens, revelou resultados positivos a nivel dos tecidos foliares mas negativo no
contetido das bolsas secretoras. Do mesmo modo, a deteccdo de polissacaridos gerais, em
seccoes transversais das folhas, com &cido periddico/reagente de Schiff (PAS), apresentou
resultados negativos para o conteudo das bolsas secretoras que permaneceu incolor (Fig.
15, A). Estes resultados estéo de acordo com os obtidos na caracterizagdo histoquimica das
glandulas translicidas por Bottega et al. (1999) em H. elodes, Lobo (2000) em H.
glandulosum e Ciccareli (2001b) em H. perforatum.

Na deteccéo de lipidos gerais, em secc¢des transversais das folhas, observou-se a presenca
de material lipofilico na cavidade das glandulas secretoras, evidenciada pela coloracdo
avermelhada, obtida pelo teste Sudéo Il (Fig. 15, B). Os resultados obtidos estdo de acordo
com os de alguns autores para outras espécies de Hypericum (Costa, 1985; Bottega et al.,
1999; Lobo, 2000; Briskin e Gawienowski, 2001; Ciccareli et al., 2001b). Este caracter
lipofilico geral pode ser devido a existéncia de triglicéridos e &cidos gordos insaturados
(Lobo, 2000).

Os &cidos gordos foram identificados submetendo os cortes transversais da folha ao teste a
acetato de cobre/acido rubeanico. A coloracdo verde escuro observada nas células
envolventes das bolsas e no conteudo da cavidade (Fig. 15, C) , mostrou a presenca deste
tipo de lipidos, acontecendo o0 mesmo nas glandulas dos cinco taxa estudados. Este teste
indica-nos a presenca dos dois tipos de acidos gordos, insaturados e saturados (Barroso,
1999).

A presenca de lipidos acidos e neutros foi determinada recorrendo ao sulfato azul de Nilo,
aplicado igualmente a seccdes transversais da folha. As glandulas coraram de azul
revelando assim a presenca de lipidos acidos (acidos gordos livres) (Fig. 15, D). Nao foi
detectada a presenca de lipidos neutros, coloracao rosa.

A natureza quimica diversificada de terpendides leva a utilizacdo de diferentes testes para a
sua distincdo. Na avaliacdo da existéncia de 6leos essenciais e de oleoresinas, nos cortes
transversais das folhas submetidos ao reagente de Nadi, as glandulas coraram de azul, o
gue indica apenas a presenca de Oleos essenciais (Fig. 15, E). Os esterdides foram
identificados pela aplicacdo de tricloreto de antimonio. O teste revelou auséncia de
coloracdo nas glandulas secretoras de todas as espécies, a excepgdo de H. patulum onde

as glandulas coraram de vermelho-alaranjado, evidenciando a presenca de esterodides nesta
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espécie. Bottega et al.(1999) refere também a existéncia de esterdides nas glandulas
translucidas de H. elodes.

Relativamente aos terpenoides com o grupo carbonilo, as glandulas ndo coraram com a
aplicacdo de 2,4-dinitrofenilhidrazina, parecendo indicar a ndo existéncia deste tipo de
compostos, em todas as espécies. Estes resultados estdo em concordancia com o0s
resultados obtidos por Bottega et al. (1999) e Ciccareli et al. (2001b) para outros taxa.
Quanto a presenca de polifendis, os testes tricloreto de ferro Ill, dicromato de potassio e
vanilina, proporcionaram resultados idénticos, isto é, negativos para o conteudo secretor
mas positivos para alguns contetdos celulares de tecidos foliares (Fig. 16, A, B, C).

Em microscopia de fluorescéncia estes resultados ndo se confirmam inteiramente, em
nenhuma das espécies, pois verificou-se a emissdo de fluorescéncia azul a nivel do
conteudo glandular, indicadora da presenga de flavonéides, um tipo de polifendis (Fig. 16, D
e E). Robson (1981) também refere a presenca de taninos mas em canais secretores de H.
perforatum. E sabido que alguns flavondides se acumulam nos tecidos superficiais,
ajudando na proteccdo a radiacbes UV (Harborne, 1993) e a sua associacdo com alguns
terpendides esta documentada para a familia Lamiaceae (Bisio et al, 1999). Pode ser isso
que se verifigue nestas glandulas secretoras, sendo contudo necessario outros testes
complementares.

Os alcaldides foram avaliados pela aplicacdo do reagente de Dittmar e verificou-se a
presenca destes compostos nos cinco taxa estudados. A presenca de alcalbides foi também
detectada em glandulas translicidas de H. elodes, H. glandulosum e H. perforatum por
Bottega et al. (1999), Lobo (2000) e Ciccareli et al. (2001b), respectivamente. Os resultados
obtidos por este teste, de acordo com Costa (1985), devem ser interpretados com
precaucdo, uma vez que 0s reagentes utilizados podem reagir com outros compostos
azotados diferentes dos alcal6ides, tais como proteinas, aminas e compostos azotados.
Analisando os resultados obtidos observamos que, nas cinco espécies estudadas, o interior
das glandulas translicidas apresenta maioritariamente compostos lipofilicos, como lipidos
gerais, lipidos &cidos, é&cidos gordos, Oleos essenciais, e apenas alcaldides como
compostos de natureza hidrofilica. Em relacdo aos esterdides, apenas foram detectados no
interior das glandulas de H. patulum quando se utilizou o reagente tricloreto de antiménio.
Este grupo de compostos também foi encontrado em folhas de H. perforatum (Robson,
1981), néo especificando o tipo de estrutura secretora.

Verifica-se assim, que 0s compostos histoquimicos existentes nestes cinco taxa sao
semelhantes, havendo apenas alguma diferenca no H. patulum. Estes resultados parecem
estar de acordo com outros realizados no género Hypericum que falam da presenca de
lipidos, alcaldides, além de Oleos essenciais em glandulas secretoras translicidas
(Bombardelli and Morazzoni, 1995; Bottega et al., 1999; Ciccarelli et al., 2001b).
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No entanto, € importante referir que o facto de alguns testes terem dado resultados
negativos, ndo exclui completamente a auséncia dos compostos uma vez que estes podem

estar presentes, mas ndo em quantidades suficientes para serem detectados.

Quadro 15 - Resultados dos testes histoquimicos em glandulas secretoras translicidas de folhas de Hypericum

calycinum L. (HYPCA), Hypericum canariense L. (HYPCN), Hypericum grandifolium Choisy (HYPGR), Hypericum

x inodorum Mill. (HYPIN) e Hypericum patulum Thunb. (HYPPA). (- negativo; + ligeiramente positivo; ++ positivo;
+++fortemente positivo)

Taxa
Grupo Teste
quimico histoquimico HYPCA HYPCN HYPGR HYPIN HYPPA
Acido
Mucilagens tanicoltricloreto de - - - - -
ferro
Pollssacgndos PAS i i i i i
gerais
Lipidos gerais | Vermelho Sudéo Il +++ +++ +++ +++ +++
Azul de Nilo +++ +++ +++ ++++ +++
(acidos e neutros) (acidos) (acidos) (acidos) (acidos) (acidos)
Lipidos Acetato de
diferenciais cobre/Acido
rubeanico + + + + +
(acidos gordos)
Nadi ++ + + ++ ++
Tricloreto de i i i i +
Terpendides antimoénio
2,4- i i i i i
dinitrofenilhidrazina
Tricloreto de Ferro ) _ _ ) )
1]
Polifendis Dicromato de i i i i i
potassio
Vanilina - - - - -
Alcal6ides Reagente de ++ ++ ++ ++ ++
Dittmar
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Figura 15 - Caracterizagdo histoquimica do
contetdo glandular: polissacaridos gerais,
lipidos gerais, lipidos diferenciais e
terpendides. A — H. patulum Thunb.: Teste
negativo na detecgdo de polissacaridos gerais
com &cido periddico/reagente de schiff (MO x 10);
B - H. calycihum L.. Teste positivo na
deteccdo de lipidos gerais com vermelho de
sudéo 11l (MO x 10); C - Hypericum x inodorum
Mill.: Teste positivo na deteccédo de acidos gordos
com &cido rubeanico (MO x 10); D — H. calycinum
L.: Teste positivo na deteccdo de lipidos &cidos
usando azul de Nilo (MO x 10); E — H. patulum
Thunb.: Teste positivo na deteccdo de Oleos
essenciais usando o reagente de Nadi (MO x 4);
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Figura 16 - Caracterizagdo histoquimica do
conteudo glandular: polifenéis e alcaldides.
Hypericum x inodorum Mill.: A - Teste negativo para
deteccéo de polifenéis com Tricloreto de Ferro 11l
(MO x 10); B - Teste negativo na deteccdo de
taninos com dicromato de potassio (MO x 10); C -
Teste para a detec¢éo de composto fendlicos
(taninos) com vanilina. Resultado positivo nos
tecidos e negativo nas glandulas (MO x 10);
Hypericum calycinum L.: D - Corte transversal
observando-se uma glandula secretora em
microscopia de fluorescéncia emitindo fluorescéncia
azul (MO x420); Hypericum canariense L.: E -
Glandula secretora em microscopia de
fluorescéncia emitindo fluorescéncia azul (MO
x420)
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4.4, Estudo molecular

Nos perfis electroforéticos obtidos pela amplificacdo de fragmentos de DNA com os sete

primers utilizados (Fig. 17 e 18) observam-se um total de 108 bandas (Quadro 16).

1 2 3 4 5 67 8 9

.

. -—

- _=7= =

" -
)

1 - Marcador O'RangeRuler 500 bp; 2 - controlo;
3 - H. patulum; 4 - H. x inodorum; 5 - H. canariense; 6
- H. grandifolium; 7 - H. calycinum; 8 - H.
androsaemum; 9 - H. perforatum ssp. perforatum

1 2 34 5 6 7 8 910
¢ -
_- 2 -l -4

ﬂ:!_“!“_:
-7 . -4
BT ==

-
©

1 - controlo; 2 - H. patulum; 3 - H. x inodorum; 4 - H.

canariense; 5 - H. grandifolium; 6 - H. calycinum; 7 - H.

androsaemum; 8 - H. perforatum ssp. perforatum; 9 -
Marcador EZ Load; 10 - Marcador GeneRuler 100 bp

123 4 5 6 7 8 9

_! E
.-—_..

S D T — . sm—
- —
(8)

1 - Marcador O'RangeRuler 100+500 bp; 2 - controlo;
3 - H. patulum; 4 - H. x inodorum; 5 - H. canariense; 6
- H. grandifolium; 7 - H. calycinum; 8 - H.
androsaemum; 9 - H. perforatum ssp. perforatum

1 2 3 4 5 6 7 8 9

(D)

1 - H. patulum; 2 - H. x inodorum; 3 - H. canariense; 4
- H. grandifolium; 5 - H. calycinum; 6 - H.
androsaemum; 7 - H. perforatum ssp. perforatum; 8 -
Marcador EZ Load; 9 - Marcador GeneRuler 100 bp

Figura 17- Perfis electroforéticos com os primers utilizados nas sete espécies: A - primer MR; B -
primer (GA)sYT; C - primer (CAG)s; D - primer HVH(TG)
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1 2 3 4 56 7 89

(A)

1 - Marcador O'RangeRuler 500 bp; 2 - controlo; 3 - H.
patulum; 4 - H. x inodorum; 5 - H. canariense; 6 - H.

grandifolium; 7 - H. calycinum; 8 - H. androsaemum; 9 -

H. perforatum ssp. perforatum

®)

1 - controlo; 2 - H. patulum; 3 - H. x inodorum; 4 -
H. canariense; 5 - H. grandifolium; 6 - H. calycinum; 7
- H. androsaemum; 8 - H. perforatum ssp. perforatum;
9 - Marcador EZ Load; 10 - Marcador GeneRuler 100

bp

1 - Marcador O'RangeRuler 500 bp; 2 - controlo; 3 -
H. patulum; 4 - H. x inodorum; 5 - H. canariense; 6 -
H. grandifolium; 7 - H. calycinum; 8 - H.
androsaemum; 9 - H. perforatum ssp. perforatum

Figura 18- Perfis electroforéticos com os primers utilizados nas sete espécies: A - primer (CACAC)s; B - primer
(CA)sRG; C - primer (GA)sYG
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Quadro 16 - Numero de bandas totais, bandas polimérficas e percentagem de polimorfismo obtidos com os
primers MR, (CACAC)s, (CA)sRG, (CAG)s, (GA)sYG, (GA)sYT e HVH(TG);

Primers N° de bandas N° de bandas polimérficas Polimorfismo (%)
MR 19 19 100
(CACAC)s 10 10 100
(CA)sRG 17 17 100
(CAG)s 15 13 86,7
(GA)YG 14 14 100
(GA)YT 22 22 100
HVH(TG), 11 11 100

Estes resultados indicam a existéncia de um elevado grau de polimorfismo. A detec¢éo de
altos niveis de polimorfismo faz da andlise de ISSR uma ferramenta poderosa para avaliar a
diversidade genética interespecifica (Mendes et al., 2009). Um polimorfismo semelhante ja
foi relatado, por meio destes marcadores, noutras plantas medicinais e aromaticas (Mohsen
et al. , 2008; Qiu et al., 2004; Wang et al., 2006; Sarwat et al., 2008). O numero de bandas
geradas por primer variou de 10 ((CACAC)3) a 22 ((GA)sYT). A média do numero total de
bandas e do niumero de bandas polimorficas foi de 15,4 e 15,1, respectivamente.

A analise estatistica multivariada dos perfis electroforéticos com o programa NTSYS-pc
permitiu a obtencdo do dendograma apresentado na Fig.19. O coeficiente de correlacéo
cofenética (r) é de 0,966, o que indica que o dendograma é uma boa representacao da
respectiva matriz de semelhanga. Com base na similaridade genética verifica-se no referido
dendograma a presenca de dois grupos. O Grupo | associa os taxa H. patulum, H. x
inodorum, H. grandifolium, H. canariense, H. androsaemum e H. calycinum, com uma
semelhanca genética que varia de 45 % a 84%, enquanto que o Grupo Il € formado apenas
pelo H. perforatum. Esta separacdo do taxa H. perforatum num grupo € explicada pela
presenca de glandulas secretoras negras que apresentam composicdo molecular diferente
das glandulas translicidas existentes nas outras espécies estudadas. No Grupo |, a maior
semelhanca genética observa-se entre os taxa H. x inodorum e H. grandifolium (84%) que
formam um sub-grupo, e a menor semelhanca genética encontra-se entre os taxa H.

patulum e H. calycinum (45%).
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H.patulum \

H.inodorum

H.grandifolium

>Grupo |

H.canariense

U H.androsaemum

H.calycinum }

H.perforatum Grupo Il

0.00 025 050 0.75 100

Figura 19- Dendograma dos perfis PCR obtidos com os primers ISSR , baseado no método UPGMA aplicado a
matriz de semelhanga (coeficiente de correlacéo cofenética r = 0,966)

Na tentativa de podermos relacionar os resultados morfolégicos com os resultados
moleculares, apresenta-se na Fig. 20 o dendograma considerando apenas as espécies
analisadas no estudo morfolégico. O coeficiente de correlagdo cofenética (r) € de 0,982, o
que indica que o dendograma continua a ser uma boa representacdo da respectiva matriz

de semelhanca.

Pégina 52



Técnicas de estudo micromorfolégico e molecular aplicadas ao género Hypericum

H. patulum }Grupo I

H. x inodorum\

H. grandifolium

>Grupo 1]

H. canariense

H. calycinum }

Figura 20- Dendograma dos perfis PCR obtidos com os primers ISSR , baseado no método UPGMA aplicado a
matriz de semelhanca (coeficiente de correlagédo cofenética r = 0,982)

Da andlise deste dendograma observa-se que retirando as espécies H. androsaemum e H.
perforatum os resultados sdo semelhantes aos obtidos anteriormente, existindo também
uma separacdo em dois grupos. O Grupo | formado pelo taxon H. patulum e o Grupo Il
formado pelos taxa H. x inodorum, H. grandifolium, H. canariense e H. calycinum. Observa-
se igualmente que as espécies H. x inodorum e H. grandifolium encontram-se muito
proximas e que os taxa H. patulum e H. calycinum sao aqueles que se encontram mais
afastados.

Para o estudo da variabilidade genética destas espécies € importante analisar outros tipos
de marcadores, uma vez que, dependendo da metodologia utilizada, podem ser detectados
diferentes niveis de polimorfismo.

Neste sentido, os mesmos gendtipos analisados por marcadores ISSR foram também, neste
trabalho, analisados através das sequéncias da regido ITS. Os perfis electroforéticos obtidos

apresentam-se na Figura 21.
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P s ~" ¥ C28kj/Leul
ITS4/ITS5

Figura 21- Amplificagdo com os primers ITS4/ITS5 e C28 KJ/Leul

Com dimensBes moleculares correspondentes aos tamanhos esperados, isto é, cerca de

700 bp para os primers ITS4/ITS5 e 950 bp para os primers C28Kj/Leul, os produtos
amplificados resultantes foram clonados e sequenciados.

Embora as sequéncias obtidas ndo tenham qualidade que justifique uma andlise detalhada e

ndo tenham o tamanho esperado, apresenta-se na Fig. 22 o alinhamento multiplo obtido.
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Figura 22- Alinhamento multiplo das sequéncias para a regido ITS com os primers C28Kj/Leul. Verde escuro:
corresponde aos locais onde as sequéncias para todas as espécies é a mesma; Verde claro: locais onde
existem diferencas nucleotidicas entre as amostras.
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Atendendo aos resultados descritos por Park e Kim (2004), que mostram que, apos o
alinhamento de sequéncias ITS obtidas para 36 espécies de Hypericum, para as sequéncias
com 731 bp, 276 bp correspondem a regido ITS1, 205 bp para a regido 5.8 S e 250 bp para
aregido ITS2 e ainda que existem 402 posi¢des nucleotidicas invariaveis e 329 variaveis, e
atendendo também a localizag&o dos primers C28Kj/Leul utilizados (Fig. 2), a andlise de
alinhamento mostra, provavelmente, parte da regido ITS2, onde se observa a variagdo
nucleotidica entre as espécies.

Com base no alinhamento referido anteriormente, determinou-se a sequéncia consenso
(Fig. 23).
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Figura 23- Sequéncia consenso

Para uma andlise simples, esta sequéncia consenso foi comparada com as sequéncias
homdlogas do género Hypericum registadas na base de dados GenBank, apresentando-se
na Fig. 24 o dendograma obtido.
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HypeHcum canariense Var, canatiense isolate T21-1 155 ribosomal RRA gene, partial sequence; infemnal transcribed spacer 1, 5.55 rbosomal RMA gene, and internal fran..
HypeHcum canariense Var, canatiense isolate T23 1 155 ribosomal RMA gene, partial sequence; intemnal franscribed spacer 1, 5.55 ribosomal RMA gene, and internal fr.
HypeHoum canariense Var, canarienss isolate H1- 1 155 ibosomal RA 9ene, partial sequence; infernal transcribed spacer 1, 5.5 5 rbosomal RMA gene, and ..
@ Hupericum canatiense var, floribundum isolate P31 155 rbosomal RMA gene, parfisl sequence; internal frenscribed spacer 1, 5.6 5 ribosomal RMA gene, and
S Hypeticum canatiense var, fladbundum isolate P2-1 155 dbosomal RMA 9ene, partial sequence; intermal fronscrbed spacer 1, 555 ribosomal RMA 9ene, and
I EFHupericum canatiense var, floribundum isolate P1-1 155 rbosomal RMA gene, parfisl sequence; internal frenscribed spacer 1, 5.6 5 ribosomal RMA gene, and
& Hupericum canatiense var, floribundum isolate C6 1 155 rbosomal RMA gene, parfisl sequence; internal frenscribed spacer 1, 5.6 5 ribosomal RMA gene, and
@ Hupericum canatiense var, floribundum isolate ©5 1 155 rbosomal RMA gene, parfisl sequence; internal frenscrbed spacer 1, 5.5 5 ribosomal RMA gene, and
@ Hupeticum canariense var, floiibundum isolate C4 1 155 ribosomal RRA gene, partial sequence; internal franscribed spacer 1, 5.5 5 Hbosomal RMA gene, and
P Hupericum canadense var, fotbundum isolate ©3 1 185 Abosomal RMA gene, parfial sequence; intetnal franscrbed spacer 1, 5.6 5 Hbosomal RMA gene, and
‘_::'Hmeri-:um canariense Var. floribundum isolate C2- 1 155 vbosomal RRA 9ene, partial sequence; internal franscribed spacer 1, 5565 rbosomal RMA gene, and
JHH:-eri-:um ranatiense Uar flndihnndim 155 dhnsamal RR gene, partial sequence; infemnal franscribed spacer 1, 5.565 rbosomal RMA gene, and internal fre..
@ Sequéncia consenso

Hypericum perforadum 265 ibosomal RkA gene, complete sequence
o Hypericum aff. japonicum P BEH- 2008 vouc.,
Hvpericum gremineum voucher CHR 326439 155 rbos
Hypeticum aff. jpponicum P EH- 2008 voucher CHR 59,
¢ f'-:'HH:-eri-:um aff. japonicum P EH- 2005 voucher CHR 549,
;:Hweri-:um aff. japonicum P EH 2005 voucher CHR 5.
Hypericum aff. jpponicum P E.

Hypericum aremineum voucher CHR 5135,
Hypercum japonicum voucher 5.,
Hypericum japonicum woucher.,
Hypeticum aff. japonicum P EH 2005 .
‘_J Hypeticum aff. japonicum P EH 2005 .
3 Hypeticum aff. japonicum P EH 2005 .
Hypeticum calwinum 155 rRMA 9ene (parfial), 5.5 5 rRMA Qene, 265 FRRS gene (parfisl), intermal fransc.
i Hypeticum petrforatum 155 rbosomal RA gene, parfial sequence; internal transcrib..
¢ Hypeticum perforadum 155 rbosomal RMA gene, parfisl sequence; internal franscr..
i Hypeticum perforadum 155 rbosomal RkA gene, parisl sequence; internal franscri...

Figura 24- Dendograma da relacéo filogenética entre a sequéncia consenso e as sequéncias existentes no
GenBank

Com base neste dendograma pode verificar-se quais as espécies com maior homologia a
nossa sequéncia. Podemos verificar que a nossa sequéncia esta ligada a um grupo formado
pelo H. perforatum e H. calycinum e por outro lado ao taxon H. canariense, todas estas
espécies estudadas neste trabalho
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5. Conclusdes Gerais e Perspectivas Futuras

A diferenciacdo macroscoépica das cinco espécies estudadas levanta alguns problemas,
principalmente nos taxa H. grandifolium e H. patulum, uma vez que as suas folhas sdo muito
semelhantes. O taxon H. x inodorum diferencia-se das restantes espécies por apresentar
folhas de maiores dimensdes e nervagdo proeminente em ambas as paginas.

Dos microcaracteres observados, a forma das células foi semelhante em todos os taxa,
apenas com algumas diferencas a nivel das paredes que podem ser mais ou menos
sinuosas. A espécie H. patulum apresenta células papildceas nas duas epidermes e
esteroides nas glandulas, detectados com o teste histoquimico tricloreto de antiménio, o que
permite diferencia-la das restantes espécies. A presenca de duas camadas de parénquima
clorofilino em palicada, elevada densidade dos depdsitos cuticulares, presenca de cristais de
oxalato de calcio e menor indice de glandulas permite distinguir H. calycinum dos restantes
taxa. O taxon H. canariense difere das outras espécies por apresentar um racio
comprimento/largura das células epidérmicas inferior, assim como um maior indice de
glandulas. Em relagdo aos taxa H. x inodorum e H. grandifolium ndo se encontraram
caracteres que os permitissem diferenciar, o que estd de acordo com a sua afinidade
taxonomica, pela colocagcdo na mesma secc¢ao.

No estudo molecular efectuado os resultados foram similares aos apresentados
anteriormente. Comparando o dendograma obtido na analise dos microcaracteres
morfolégicos com o dendograma obtido no estudo molecular com os primers ISSR, com as
mesmas espécies, constata-se que os resultados sdo semelhantes, isto €, os taxa H. x
inodorum e H. grandifolium encontram-se muito proximos quer a nivel morfolégico, quer a
nivel molecular, e as espécies que se encontram mais afastadas sao os taxa H. calycinum e
H. patulum. Ao analisarmos o dendograma com as espécies H. androsaemum e H.
perforatum ssp. perforatum inseridas, constatamos que os resultados ndo variam, havendo
apenas a formacgéo de um grupo diferente: H. perforatum ssp. perforatum. Esta separacédo €
explicada pela existéncia de diferencas morfolégicas consideraveis em relacdo as outras
espécies, sendo a mais significativa a presenca de glandulas secretoras negras.

Apesar de ndo conhecermos trabalhos com marcadores ISSR em Hypericum, 0S nossos
resultados preliminares apontam para que estes marcadores sejam considerados Uteis na
determinacgéo da variabilidade interespecifica.

Em relacdo aos marcadores ITS, seria importante e uma mais valia, que este estudo fosse
repetido e completado, visto que os resultados obtidos ndo foram conclusivos.

Seria também importante que o universo de amostras para cada espécie fosse maior, a fim

de se poder também avaliar a variabilidade intraespecifica.
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Anexo | - Fixacao e preparacdo do material vegetal (MO e MEV)

e Fixacéo
1. Solugéo de glutaraldeido a 3%, 3 horas a 4°C.
2. Lavagem em tampado fosfato de sddio 0,1 M, a pH 7,0, 24 horas a 4°C.
3. Lavagem em &gua destilada, 3x, 10 minutos cada.
e Desidratacédo
1. Em solucdes aquosas de concentracdes ascendentes de etanol, 30%, 50%,
70% e 100%, 10 a 20 minutos cada.
e Secagem
1. Pelo método de ponto critico do CO,, efectuada num aparelho Critical Point
Polaron BioRad E3500, tempo variavel.
e Metalizacdo
1. Montagem em suportes metélicos cobertos com fita adesiva dupla;
2. Metalizacédo por irradiacdo com ouro, num metalizador Jeol JFC-1200, tempo

variavel.
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Anexo Il - Inclusdo do material vegetal em parafina (MO)

(O material vegetal a ser sujeito a este protocolo deve ser previamente fixado e desidratado,
como indicado no Anexo 1)
¢ Diafanizacéao
1. Passagem em TBA (&lcool butilico terciério), 2x, 1 hora
2. Nova passagem em TBA, uma noite em estufa, a 45°-60°C
e Impregnacgéo
1. 1°banho em mistura parafina liquida - TBA (em estufa, a 45°-600C, 4 horas)
2. 2°banho em parafina liquida (em estufa, a 60°C, 4 horas)
e Incluséo
1. Banho em parafina de incluséo liquida (em estufa a 600C, 16 horas)
2. Colocagéo de parafina de incluséo liquida em moldes metéalicos
3. Colocar e orientar o material no molde, ainda com a parafina de inclusdo
liquida;

4. Deixar solidificar (polimerizacao).
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Anexo Il - Estudo Histoquimico

A. Deteccédo de Mucilagens

Acido tanico/Tricloreto de Ferro (Pizzolato e Lillie, 1973) Tempo
Acido tanico 5% 3-5 minutos
Lavagem rapida em agua -
Solucgéo de tricloreto de ferro 3% 1 minuto
Lavagem rapida em agua e montagem em agua -
Controlo negativo: Cortes tratados s6 com acido tanico ou s6 com o i
tricloreto de ferro

Resultado esperado: As mucilagens coram de negro -

B. Deteccdo de Polissacéaridos gerais
Acido periédico/Reagente de Schiff (PAS) (Feder & O'Brien, 1968) Tempo
Acido peri6dico 1% 10 minutos
Lavagem rapida em agua -
Reagente de Schiff 30 minutos
Lavagem em metabissulfito de sddio 0,5% 3X2 minutos

Lavagem em agua e montagem em agua

Controlo negativo: Omissao do tratamento com acido periédico

Resultado esperado: Os polissacaridos coram de rosa vivo

C. Deteccdo de Lipidos Gerais

Vermelho de Sudao Il (Johansen, 1940)

Tempo

Vermelho Sudéo Il 0,3% em etanol 70%(filtrar antes de utilizar)

5-15 minutos

Lavagem rapida a etanol 70%

Lavagem rapida em agua e montagem em agua

Controlo negativo: Cortes previamente tratados com
metanol/cloroférmio/H20/HCI (66:33:4:1), a temperatura ambiente

1 hora

Resultado esperado: Os lipidos coram de vermelho-laranja
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D. Deteccdo Diferencial de Lipidos

Sulfato de Azul do Nilo (Jensen, 1962)

Tempo

Solucéo de sulfato azul de Nilo 1% a 60°C

2 minutos

Acido acético 1%

1%-2 minutos

Lavagem rapida em agua e montagem em agua

Controlo negativo: Cortes previamente tratados com
metanol/cloroférmio/H,O/HCI (66:33:4:1) durante 1h, a temperatura
ambiente

Resultado esperado: Os lipidos neutros coram rosa e os lipidos acidos
coram azul

Acetato de Cobre/Acido Rubeanico (Lison, 1960) Tempo
Solucgéo de acetato de cobre 0,05% 60 minutos
Solucédo de Na;EDTA 0,1% em tampdao fosfato de sddio 0,1 M, pH 7,0 5 minutos
Lavagem em agua 10 minutos
Acido rubeanico 0,1% em etanol 70% 20 minutos
Lavagem em etanol 70% 5 minutos
Lavagem e montagem em agua

Controlo negativo: Cortes previamente tratados com 1 hora
metanol/cloroférmio/H,O/HCI (66:33:4:1), a temperatura ambiente

Resultado esperado: Os acidos gordos coram de verde escuro

E. Deteccédo de Terpendides

Reagente de Nadi (David e Carde, 1964) Tempo

Reagente de Nadi, a temperatura ambiente, no escuro (preparar no
momento)

60-90 minutos

Lavagem em tampéo fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,0

2 minutos

Montagem em agua

Controlo negativo: Cortes previamente tratados com
metanol/cloroférmio/H,O/HCI (66:33:4:1), a temperatura ambiente

1 hora

Resultado esperado: Os 6leos essenciais coram de azul e as
oleoresinas coram de vermelho tinto

Tricloreto de Antiménio (Hardman and Sofowora, 1972)

Tempo

Montar directamente os cortes numa solu¢éo saturada de tricloreto de
antiménio em acido perclérico 60% e observar ao fim de

5-10 minutos

Controlo negativo: Cortes previamente tratados com tetrahidreto boreto
de so6dio 1% (preparar na altura)

Lavagem em agua

10 minutos

3x15 minutos

Resultado esperado: Os esterdides coram de vermelho alaranjado
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2,4 Dinitrofenihidrazina (Lison, 1960) Tempo
Solucéo saturada de 2,4 Dinitrofenihidrazina em HCI 2N a 25°C 10 minutos
Lavagem rapida em 4gua e montagem em agua -
Controlo negativo: Cortes previamente tratados com 1 hora
metanol/cloroférmio/H,O/HCI (66:33:4:1), a temperatura ambiente

Resultado esperado: Os terpendides coram de vermelho alaranjado -

F. Deteccdo de Fendis

Tricloreto de Ferro Ill (Johansen, 1940) Tempo
Solucéo de tricloreto de ferro 10% 10 minutos
Lavagem rapida em agua e montagem em agua -
Resultado esperado: Os fendis coram de negro -
Dicromato de Potéssio (Johansen, 1940) Tempo
Solucéo de dicromato de potassio 10% 10 minutos
Lavagem rapida em agua e montagem em agua -
Resultado esperado: Os fenois coram de castanho escuro -
Vanilina (Gardner, 1975) Tempo
Montar os cortes numa solugdo alcodlica saturada de vanilina 5 minutos
Adicionar algumas gotas de HCI concentrado -
Colocar a lamela e observar -
Resultado esperado: Os taninos coram de castanho -

G. Deteccdao de Alcaldides

Reagente de Dittmar (Furr e Mahlberg, 1981) Tempo
Reagente de Dittmar 5-10 minutos

Lavagem rapida em agua e montagem em agua

Controlo negativo: Cortes previamente tratados com acido tartarico 5%
em etanol 95%, durante 48-72 horas

Resultado esperado: Os alcaldides coram de castanho avermelhado
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Anexo IV - Estudo Molecular

A.

10.

11.

12.

13.

14.

Kit Dneasy Plant Mini Kit (QIAGEN)

Macerou-se cerca de 0,1 g de material vegetal, com azoto liquido, num almofariz.
Transferiu-se o macerado para um tubo eppendorf de 1,5 ml.

Adicionaram-se 400 pl de tampéo de lise APl e logo de seguida 4 pl de Rnase A,
submetendo o tubo ao vortex.

Incubou-se a mistura durante 30 minutos no banho seco a 65°C (em vez de 10
minutos). Misturou-se 2 a 3 vezes o tubo eppendorf, por inverséo.

Adicionou-se 130 pl de tampdo AP2, misturou-se e incubou-se durante 5 minutos no
gelo.

Centrifugou-se a 13000 rpm durante 5 minutos.

Colocou-se uma coluna “QlAshredder mini spin column” num tubo de 2 ml e aplicou-se
o sobrenadante a coluna. Centrifugou-se durante 2 minutos a 13000 rpm.

Transferiu-se o sobrenadante para um novo tubo eppendorf

Adicionou-se 1,5 volumes de AP3/E e misturou-se com a pipeta

Colocou-se uma coluna “Dneasy mini spin column” num tubo de 2 ml e transferiu-se 650
ul do tubo de eppendorf para a coluna. Centrifugou-se a 8000 rpm durante 1 minuto e
desprezou-se o0 sobrenadante. Repetiu-se este passo com o resto da amostra.
Transferiu-se a coluna “Dneasy mini spin column” para um novo tubo de eppendorf de
1,5 ml e adicionou-se 500 pl de tampéo de lavagem AW. Centrifugou-se a 8000 rpm
durante 1 minuto e desprezou-se o sobrenadante.

Adicionou-se novamente 500 ul de tampéo AW a coluna e centrifugou-se a 13000 rpm
durante 2 minutos.

Centrifugou-se uma terceira vez, sem tampao de lavagem, durante 1 minuto, a 13000
rpm.

Transferiu-se a coluna para um tubo de eppendorf de 1,5 ml, e eluiu-se o DNA com 30
pl (em vez de 100 ul) de tampdo AE pré-aquecido (65°C). Incubou-se a temperatura
ambiente durante 60 minutos, e centrifugou-se a 8000 rpm durante 1 minuto (12
eluicéo).

Repetiu-se a eluigdo para outro tubo de 1,5 ml e adicionou-se novamente 30 pl de
tampé&o AE. A incubacdo a temperatura ambiente foi s6 durante 30 minutos. (este tubo

ficou n frigorifico durante a noite) (22 eluicdo).

Vi
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10.

11.

12.
13.

14.

15.
16.
17.
18.
19.

. Método CTAB (Cationic hexadecyl Trimethyl Ammonium Bromide) (DOYLE

&DOYLE, 1987)

Macerou-se cerca de 2 g de material vegetal , com azoto liquido, num almofariz. Apos
maceracdo, o material vegetal foi transferido para um tubo Falcon de 50 ml contendo
15000 ul de IB pré-aquecido a 65°C (“isolation buffer:CTAB 2% (p/v); NaCl 1,4 M;
EDTA 20 mM; Tris-HCI 100 mM pH 8,0; PVP-40 1%) e 150 pl de mercaptoetanol.

Esta mistura foi mantida a 65°C durante 90 minutos, em banho-maria, com agitacdes
periédicas.

Ao fim deste tempo adicionou-se 15000 pl de solucao de cloroférmio:alcool isoamilico
(24:1), homogeneizando-se a mistura por inversao durante 10 minutos.

A amostra foi centrifugada durante 10 minutos a 6000 rpm.

Retirou-se a fase aquosa para um novo tubo Falcon.

Para a precipitagdo do DNA, adicionou-se 0,5 volumes de isopropanol frio, invertendo-
se cuidadosamente o tubo que foi seguidamente colocado a -20°C durante a noite.
Através de centrifugacao a 7500 rpm durante 10 minutos e a 4°C o pellet foi recuperado
e transferido para um tubo de eppendorf ao qual se adicionou 500 ul de WS (solucao de
lavagem: 70% etanol; 10 mM acetato de amonio). Retirou-se o pellet para um novo
eppendorf e lavou-se com mais 500 pl de WS.

Centrifugou-se 10 minutos a 10000 rpm.

Retirou-se o sobrenadante e o pellet foi seco a temperatura ambiente.

Apbs o pellet estar totalmente seco adicionou-se 1 ml de solucdo TE (Tampéo de
Eluicdo: 10 mM Tris-HCL pH 8,0; 1 mM EDTA pH 8,0) para o dissolver completamente.
Adicionou-se 500 pul de acetato de aménio 7,5 M, agitou-se bem a solugéo e colocou-se
em gelo durante 15 minutos.

Centrifugou-se 30 minutos a 12000 rpm.

Transferiu-se o sobrenadante para um novo tubo eppendorf (colocou-se apenas 500
de sobrenadante em cada eppendorf).

Adicionou-se 2 volumes de etanol absoluto a 96% (1000 pl a cada tubo) e misturou-se
por inversdo. Colocou-se a -20°C durante a noite.

Centrifugou-se 10 minutos a 12000 rpm

Lavou-se a solugcédo com 1000 pl de etanol a 70%.

Centrifugou-se novamente 2 minutos a 12000 rpm e secou-se o pellet.

Dissolveu-se com TE (20 pl em cada tubo) e juntou-se tudo num sé eppendorf.

Ao DNA extraido foi adicionada a ribonuclease RNase A de forma a obter uma

concentracao final de 100 pl/ml (0,6 ul). A mistura foi incubada a 37°C durante 1 hora.

Vi
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C. QIAquick Agarose Gel Extraction Protocol (QIAGEN)

1. Excisaram-se as bandas de DNA do gel de agarose, com um bisturi.
2. Pesaram-se as bandas. Adicionaram-se 3 volumes de tampéo QG para 1 volume de

gel.
3. Incubou-se a 50°C durante 10 minutos.

»

Observou-se a cor da solucdo apos a dissolucdo do gel (devera apresentar uma
coloragdo amarela).

Adicionar isopropanol para o mesmo volume de gel.

Colocar a amostra na coluna e centrifugar durante 1 minuto a 13000 rpm.

Deitar fora o liquido, voltar a colocar a coluna no mesmo tubo

Lavar com 750 pl do tampé&o PE, voltar a centrifugar durante 1 minuto.

© ©® N o O

Colocar a coluna num eppendorf limpo e centrifugar durante 1 minuto.
10. Repetir 0 passo anterior.

11. Eluir o DNA (produto de PCR) com 30 pl de 4gua destilada estéril. Centrifugar.

D. PCR Cloning Kit Protocol (Fermentas)

D.1. Protocolo para a Reac¢édo de Ligacéo

1. Descongelaram-se o tampd&o de ligacao (2x reaction buffer) e o vector pJET

1.2/blunt .

2. Preparou-se a mistura de reaccdo de ligacdo de acordo com a tabela referido nos
materiais e métodos (Tabela 8).

3. Apo6s agitacdo por inversdo, a mistura de reaccdo de ligagdo foi incubada durante 1
hora a 22°C.

D.2. Protocolo para a Reacc¢édo de Transformacéo

e Preparacao das bactérias

1. Inocular 2000 pl de TransformAid C-Medium com as bactérias E.Coli (liofilizadas).
Incubar overnight a 37°C.

2. Preparar 8 eppendorf com TransformAid C-Medium (1500 pl para cada transformacéo).

3. Adicionar 1/10 do volume da cultura de bactérias ao C-Medium (1500 pl C- Medium +
150 pl de E.coli).

4. Incubar os tubos a 37°C durante 20 minutos.

Vi
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e Processo de transformagao

1. Preparar a solugdo TransformAid T-solution com uma mistura de igual volume de T-

solution (A) e T-solution (B) (500 pl de solugéo para cada duas transformacdes) (2100 pl

TA + 2100 pl TB). Manter a solugdo no gelo.

2. Retirar 1500 ul da cultura de bactérias para um tubo de centrifuga e centrifugar a 13000
rpm durante 1 minuto.

3. Descartar o sobrenadante e resuspender o pellet com 300 pl da solugdo TransformAid

T-solution. Incubar os tubos no gelo durante 5 minutos.

4. Centrifugar novamente a 13000 rpm durante 1 minuto e retirar o sobrenadante.

5. Resuspender as células com 120 pl de TransformAid T-solution e incubar no gelo

durante 5 minutos.
6. Colocar 2,5 ul da reaccdo de ligagdo num novo tubo de centrifuga e colocar no gelo

durante 2 minutos.

\I

. Adicionar 50 pl das células resuspendidas e incubar no gelo durante 5 minutos.

(o]

. Colocar as células nas placas que contém LB + Ampicilina

©

. Incubar overnight a 37°C.

E. Gene Jet ™ Plasmid Miniprep Kit (Fermentas) (Extraccdo do DNA plasmidico)

1. Centrifugar os tubos que contém a bactéria E.coli e deitar fora o liquido (deixar s6 o
pellet).

2. Ressuspender o pellet com 250 pl de solugéo de ressuspenséo (Ressuspension
solution) e 2,5 pl de Rnase A. Transferir a suspensdo para um eppendorf.

3. Adicionar 250 pl de solucéo de Lise (Lysis solution) e misturar bem invertendo o tubo 4-

6 vezes.

Adicionar 350 pl de solucdo de neutralizacdo (Neutralization solution) e misturar bem.

Centrifugar durante 5 minutos.

Transferir o sobrenadante para o Spin Column GeneJet.

N oo g &

Centrifugar durante 1 minuto. Descartar o que passou para o tubo e colocar a coluna no

mesmo tubo.

8. Adicionar 500 pl de solucéo de lavagem (Wash solution). Centrifugar durante 60
segundos e descartar o liquido que passou para o tubo. Colocar a coluna no mesmo
tubo.

9. Repetir o passo anterior.

10. Descartar o liquido e colocar a coluna num eppendorf limpo. Centrifugar durante 1

minuto para remover os residuos da solugéo de lavagem.

Vi
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11. Transferir a coluna para um eppendorf limpo e adicionar 30 pl de agua destilada estéril
no centro da coluna para eluir o DNA plasmidico. Incubar durante 10 minutos a
temperatura ambiente e centrifugar durante 2 minutos.

12. Descartar a coluna .

Vi
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