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RESUMO

Mauritia flexuosa L.f. (buriti) € uma espécie nativa da Amazobnia. Sua ocorréncia esta
amplamente distribuida na América do Sul, sendo que no Brasil pode ser encontrada
nos biomas Cerrado, Amazbnia e Pantanal, cujo desenvolvimento se d4 em regides
onde ha solo umido durante o ano todo como, por exemplo, em margens de rios ou
corregos e veredas. O buriti € uma espécie didica na qual as flores femininas e
masculinas estdo presentes em individuos separados e somente as fémeas produzem
frutos. O buriti demora muitos anos para atingir a fase reprodutiva, sendo que antes da
primeira floracdo ndo é possivel a identificacdo do género dos buritis jovens. Neste
trabalho, a técnica de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) associada a abordagens
metabolémicas foi empregada para avaliar as possiveis diferencas nos perfis
metabdlicos dos extratos aquosos e metandlicos das folhas de buritis machos e fémeas.
As amostras foram avaliadas a partir de pool (agrupamento) das folhas para cada
género, além da analise individual das folhas de cada planta. Com o intuito de encontrar
indicios do género em buritis jovens, um modelo de classificacdo de OPLS-DA
(Orthogonal signal correction Partial Least Squares - Discriminant Analysis) foi
construido para predicdo do sexo nestes individuos. Diferentes perfis espectrais foram
observados para os buritis fémeas, machos e jovens. Os extratos aquosos
apresentaram alto conteudo de carboidratos, além de pequenas propor¢des de acidos
organicos e aminodcidos. Os extratos metandlicos apresentaram majoritariamente
conteudos de carboidratos e acidos graxos (acidos linoleico e linolénico). Variacdes
significativas foram encontradas para os teores de carboidratos, myo-inositol e malato
nos extratos agquosos, enquanto que nos extratos metandlicos a maior variacao
encontrada foi em relacdo aos teores de acidos graxos. Devido a diferenciacdo na
alocacao de recursos metabdlicos para as funcdes reprodutivas, € possivel que o0s
buritis ffmeas possuam uma maior demanda energética para a manutencdo das suas
atividades metabolicas. Adicionalmente, as varia¢cdes observadas também podem estar
envolvidas em sistemas especificos de resposta/sinalizacdo para cada género. A
predicdo do género dos buritis jovens nado forneceu resultados conclusivos,
possivelmente os individuos jovens possuem processos metabdlicos e prioridades na
alocacéao de recursos diferentes das plantas em fase reprodutiva.

Palavras-chave: Mauritia flexuosa, buriti, dioicia, RMN, quimiometria.



ABSTRACT

Mauritia flexuosa L.f. (buriti) is a native species from the Amazon. Its occurrence is
widely distributed in South America, and in Brazil it can be found in the Cerrado,
Amazon and Pantanal biomes, which it grows in areas with flooded soil throughout the
year. Buriti is a dioecious species in which female and male flowers are present in
separate individuals and only females produce fruits. This species takes many years to
reach the reproductive phase, and before the first flowering it is not possible to identify
the gender of young plants. In this work, Nuclear Magnetic Resonance (NMR)
associated with metabolomic approaches was applied to evaluate the possible
differences in the metabolic profiles of aqueous and methanolic extracts of male and
female buriti leaves. The samples were evaluated from pooled leaf samples for each
gender, besides the individual analysis of the leaves for each plant. In order to find
evidence of gender in young buritis, a classification model of OPLS-DA (Orthogonal
signal correction Partial Least Squares - Discriminant Analysis) was constructed to
predict the gender in these plants. Different spectral profiles were found for females,
males, and young plants. The aqueous extracts showed a high content of
carbohydrates, and small proportions of organic acids and amino acids. The methanolic
extracts showed the presence of carbohydrates and fatty acids (linoleic and linolenic
acids). Significant variations were found in the carbohydrate, myo-inositol and malate
contents for the aqueous extracts. For the methanolic extracts, the greatest variation
was found in the fatty acid content. Due to the differentiation in the allocation of
metabolic resources to the reproductive functions, it is possible that the female plants
have a greater energy demand for the maintenance of their metabolic activities. In
addition, the observed metabolic variations may be associated with specific signaling
pathways for each gender. The prediction of the gender for young buritis did not provide
conclusive results, probably the young plants have metabolic processes and priorities in
the allocation of resources different from those in the reproductive phase.

Keywords: Mauritia flexuosa, buriti, dioecious plant, NMR, chemometrics.
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1 - INTRODUCAO

1.1 — Mauritia flexuosa L.f. (Arecaceae)

Mauritia flexuosa L.f. € uma palmeira nativa da Amazonia. Por vezes, esta
espécie também é referida como Mauritia vinifera Mart., no entanto, consideram-se
estes dois nomes sinbnimos (DELGADO, COUTURIER & MEJIA, 2007; MARTINS,
SANTELLI & FILGUEIRAS, 2006). Varios nomes populares sdo associados a M.
flexuosa, dentro os quais estdo buriti, miriti, muriti e palmeira-do-brejo. Sua ocorréncia
esta amplamente distribuida na América do Sul em paises como Bolivia, Peru, Equador,
Colbmbia, Venezuela, Trindade e Tobago, Guiana, Suriname e Guiana Francesa
(DELGADO, COUTURIER & MEJIA, 2007; SAMPAIO, 2011). No Brasil, o buriti pode
ser encontrado nos biomas Cerrado, Amazoénia e Pantanal (SAMPAIO, 2011). Grandes
aglomeracdes de buritis sdo conhecidas como buritizais. A Figura 1.1 mostra um
buritizal na regido urbana de Campo Grande - MS. O buriti se desenvolve em regides
onde ha solo umido durante o ano todo como, por exemplo, em margens de rios ou
corregos e veredas, podendo chegar até 40 metros de altura (SAMPAIO, 2011). No
Cerrado, os buritis sdo frequentemente encontrados nas regides de veredas, cujas
vegetacdes seguem os cursos d’agua (SAMPAIO, 2011). A presenca de grande
concentracdo de buritis € um indicativo da presenca de agua e, por vezes, esta espécie
também é associada a manutencdo da quantidade de agua nas veredas (SAMPAIO,
2011; MARTINS, SANTELLI & FILGUEIRAS, 2006).



Figura 1.1. Buritizal localizado na regido urbana de Campo Grande - MS, na Avenida
José Barbosa Rodrigues (S 20°26’17,402”; W 54°40°33,953”). Imagem obtida em
outubro de 2014. Fonte: Préprio autor.

O buriti é uma espécie didica na qual as flores femininas e masculinas estédo
presentes em individuos separados (Figura 1.2A e 1.2B). Os buritis fémeas e machos
produzem flores, no entanto, somente as plantas fémeas produzem frutos (SAMPAIO,
2011; DELGADO, COUTURIER & MEJIA, 2007). O buriti demora muitos anos para
atingir a fase reprodutiva, sendo que durante a fase vegetativa ndo € possivel a
identificacdo do género em individuos jovens (Figura 1.2C) (DELGADO, COUTURIER &
MEJIA, 2007; MARTINS, SANTELLI & FILGUEIRAS, 2006). A polinizagdo no buriti
decorre da acdo de insetos como abelhas nativas, besouros e moscas. Estes
polinizadores transportam o pdélen das flores masculinas até as flores femininas. Em
regides onde ha grande concentracdo de insetos, a producdo de frutos geralmente é
maior (SAMPAIO, 2011). O periodo de floracdo do buriti depende da regido, sendo que
no Cerrado ocorre de novembro a abril. O amadurecimento e queda dos frutos maduros
ocorre em aproximadamente um ano apos a floragdo (SAMPAIO, 2011). Em
determinados periodos do ano, é possivel a observagdo de buritis fémeas com novas
inflorescéncias e cachos ainda com frutos (Figura 1.3).

M. flexuosa € uma espécie de grande importancia para a fauna e flora, além de
ter grande valor econdmico regional. O buriti €, por vezes, referido como arvore da vida
ja que dele tudo se aproveita. Diversos animais se alimentam dos seus frutos na

natureza e os buritizais servem de refugio para muitas espécies. Populagdes locais
10



também consomem o buriti em sua alimentacdo. O beneficiamento dos frutos para a
producado de doces e 6leos e a utilizacdo da palha para a confeccédo de artesanato gera
renda para muitas familias. O 6leo do buriti € muito apreciado por suas caracteristicas
nutricionais e também por suas propriedades medicinais (SAMPAIO, 2011; DELGADO,
COUTURIER & MEJIA, 2007; MARTINS, SANTELLI & FILGUEIRAS, 2006).

Estudos que visam a avaliacdo da composicdo dos frutos do buriti e suas
atividades biolégicas séo reportados na literatura. A composicdo das folhas de buiriti,
em relacdo aos flavonoides, também tem sido relatada (de OLIVEIRA et al., 2013).
Atividades antioxidantes e antimicrobianas sao descritas para o0s carotenoides e
compostos fendlicos presentes nos frutos. Estas propriedades ressaltam o potencial do
buriti como um alimento rico em nutrientes (CANDIDO, SILVA & AGOSTINI-COSTA,
2015; KOOLEN et al., 2013).

11



Figura 1.2. Buritis fémeas (A), machos (B) e jovens (C) localizados no Parque
Ecologico Anhandui, em Campo Grande — MS (S 20°30°25,212”; W 54°38°30,909”).
Imagens obtidas em fevereiro e agosto de 2015. Fonte: Préprio autor.
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Figura 1.3. (A) Buriti fémea localizada no Parque Ecoldgico Anhandui (S 20°30'25,212”;
W 54°38°30,909”), em fevereiro de 2015, durante o periodo da floragdo. (B) Ampliacédo

da imagem das inflorescéncias femininas e dos cachos com frutos. Fonte: Proprio autor.

A populacdo de buritis tem diminuido consideravelmente em diversas regifes
onde ocorrem naturalmente, principalmente devido a degradacdo de areas de floresta
Amazonica e Cerrado. O Cerrado é um dos biomas mais degradados nos ultimos anos,
principalmente devido a utilizacdo das areas para a agricultura ou para a pecudria. A
degradacdo desses biomas tem impacto direto na fauna e flora e prejudica todo o
ecossistema (SAMPAIO, 2011). Outrossim, o extrativismo inadequado de folhas e frutos
tem contribuido para a diminuicdo das populacdes naturais de buritis. A remoc¢éo das
folhas de buriti para a confec¢cdo de artesanato tem impacto no desenvolvimento e
manutencao das atividades reprodutivas das plantas. Por vezes, a colheita dos frutos &
efetuada a partir do corte da palmeira toda, como relatado em algumas regides da
Amazonia (DELGADO, COUTURIER & MEJIA, 2007). Neste caso, sado formados
buritizais compostos predominantemente por buritis machos, causando grande impacto
sobre a variabilidade genética para a espécie (DELGADO, COUTURIER & MEJIA,
2007).

13



O buriti € uma das espécies nativas recomendadas para recuperacao das areas
degradadas e reposicao da vegetacdo. O seu plantio é recomendado para regiées com
solos encharcados e matas ciliares (POTT & POTT, 2002). Devido a sua importancia
para 0 meio ambiente, o buriti € uma espécie com potencial para utilizacdo em
agroflorestas (MARTINS, SANTELLI & FILGUEIRAS, 2006). O cultivo comercial do
buriti tem potencial para a protecdo da espécie, bem como para industria, uma vez que
seus frutos possibilitam uma vasta gama de aplicagdes. No entanto, o plantio comercial
do buriti ndo € amplamente explorado por uma série de fatores. Em 2007, haviam duas
plantacdes particulares de buritis no Peru, com perspectivas de crescimento neste pais
(DELGADO, COUTURIER & MEJIA, 2007). Dentre os possiveis fatores responsaveis
pela baixa exploracdo desta espécie, estdo o elevado tempo para atingir a fase
reprodutiva e a necessidade de metodologias adequadas de plantio. O buriti atinge a

D

maturidade sexual em 7-8 anos, sendo que o periodo anterior a primeira floracdo

D~

chamado de fase vegetativa da planta. Nesta fase, o género das plantas né&o
perceptivel.

A identificacdo precoce do sexo em plantas dibicas € pouco comum, porém,
estudos realizados com a espécie Silene latifolia mostraram que existem diferentes
expressdes génicas relacionadas ao sexo foram identificadas, demonstrando a
diferenciacdo sexual das plantas ainda em fase vegetativa (ZLUVOVA et al., 2010).
Estudos de base com foco na diferenciacao sexual do buriti, bem como na identificacao
precoce do sexo das plantas, podem contribuir para um melhor aproveitamento
comercial desta espécie, além de garantir sua preservacao. Informacdes relacionadas
as caracteristicas metabolicas especificas em plantas machos e fémeas podem ser

Uteis na compreensao da reproducao nesta espécie.
1.2 — Sistemas reprodutivos nas angiospermas
As angiospermas sao dominantes na flora terrestre e possuem uma infinidade de

estratégias para reproducdo. Seus sistemas reprodutivos podem ser divididos em

processos assexuados e sexuados.

14



1.2.1 — Reproducéo assexuada

Na reprodugdo assexuada ndo ha envolvimento de gametas masculinos e
femininos. Desta forma, a prole gerada é idéntica a planta mée. A reproducédo
assexuada pode ser vegetativa, na qual partes da planta mae originam novas plantas.
Neste caso, a reproducdo pode ocorrer a partir de estolhos ou estoldes; rizomas ou
caules subterraneos; cormos, bulbos ou tubérculos; raizes ou rebentos e folhas
(KARASAWA et al., 2009). Outra forma de reproducdo assexuada € a apomitica, na
gual sementes férteis podem ser formadas mesmo sem a combinacdo de gametas
femininos e masculinos. Em todos estes processos, as plantas geradas séo clones da
planta mée. A Figura 1.4 resume 0S processos assexuados de reproducao
(KARASAWA et al., 2009).

Figura 1.4. Resumo esquematico dos processos de reproducdo assexuada nas

angiospermas.
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1.2.2 — Reproducéao sexuada

A reprodugdo sexuada envolve a combinagdo de gametas sexuais e,
diferentemente da reproducdo assexuada, possibilita a variabilidade genética. Os
sistemas de cruzamento nos quais as plantas se autofecundam sdo chamados de
autdgamos. Os sistemas de cruzamentos nos quais as plantas possuem fertilizacao
cruzada sdo chamados de aldgamos. Ha sistemas nos quais estes dois processos
podem ocorrer, sendo chamados de mistos (KARASAWA et al., 2009).

As flores séo as estruturas que comportam os 6rgaos sexuais das angiospermas.
Uma flor considerada “perfeita” possui, dentre outras estruturas, androceu e gineceu. O
androceu é o 6rgdo masculino da flor e é constituido por estames. O estame €
constituido de filete e antera, sendo que nas anteras se formam os grdos de pdlen. O
gineceu é o 6rgdo feminino da flor e € composto por carpelos. Os carpelos podem ter
um ou mais pistilos e cada pistilo possui ovario, 6vulos, estilete e estigma. O ovério ird
originar o fruto e os évulos se tornardo as sementes (VIEIRA & FONSECA, 2014).

As flores que possuem androceu e gineceu sdo chamadas de hermafroditas e a
auséncia ou esterilidade de um destes 6rgdos sexuais originam flores unissexuais.
Flores que possuem somente o androceu funcional sdo chamadas de flores masculinas
ou estaminadas. Flores que possuem somente o gineceu funcional sdo chamadas de
flores femininas ou pistiladas. O reconhecimento dos tipos florais nas angiospermas
permite a identificacdo de diversas formas de expressao sexual (VIEIRA & FONSECA,
2014).

As angiospermas sdo, em sua maioria, hermafroditas. Nestas plantas, as flores
sdo estaminadas e pistiladas. Um niamero menor de espécies possui flores unissexuais.
Espécies nas quais as flores unissexuais femininas ou masculinas estdo presentes na
mesma planta sdo chamadas de mondicas. Espécies nas quais as flores unissexuais
estdo dispostas em individuos separados sdo chamadas de didicas. Outras condi¢des
sexuais intermediarias também sdo encontradas na natureza. Espécies ginomonoicas
possuem flores femininas e hermafroditas na mesma planta, enquanto que espécies
andromonodicas possuem flores masculinas e hermafroditas no mesmo individuo.

Espécies que possuem flores femininas e hermafroditas em individuos separados séo
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denominadas de ginodidicas, enquanto que espécies que possuem flores masculinas e
hermafroditas em plantas distintas sdo chamadas androdidicas. Espécies nas quais
estdo presentes flores hermafroditas, femininas e masculinas em individuos separados
sdo chamadas de tridicas (KARASAWA et al., 2009; VIEIRA & FONSECA, 2014). A

Figura 1.5 resume os diferentes tipos de expressdes sexuais nas angiospermas.

Figura 1.5. Representacao dos tipos de estratégias reprodutivas nas angiospermas.
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As espécies que apresentam dimorfismo sexual, ou seja, estruturas florais
diferentes em individuos separados (dioicia, ginodioicia, androdioicia e trioicia) sao
extremamente dependentes da acdo dos polinizadores para a continuidade da espécie.
A polinizacdo pode ser dividida em autopolinizagcdo e polinizagdo cruzada. A
autopolinizacdo decorre da proximidade entre os O6rgdos sexuais femininos e
masculinos na mesma flor, sendo que sé pode ocorrer em individuos hermafroditas.
Este tipo de polinizagdo pode ocorrer de forma espontanea ou, eventualmente, pela
visita de vetores de pdlen. A polinizagdo cruzada pode ocorrer entre flores diferentes na
mesma planta, neste caso € chamada de geitonogamia. Quando a polinizacdo ocorre
entre flores alocadas em individuos separados para uma mesma espécie € chamada de
xenogamia. Varios mecanismos reprodutivos tendem a evitar a autopolinizacdo nas
espécies hermafroditas, favorecendo o cruzamento. Estes mecanismos podem envolver
barreiras fisicas entre os O6rgdos sexuais ha mesma flor ou o amadurecimento dos
orgaos reprodutivos em tempos diferentes. Outro mecanismo para evitar a
autopolinizacdo € a autoincompatibilidade, ou seja, a impossibilidade genética de
fecundacdo com o préprio poélen (VIEIRA & FONSECA, 2014).

1.3 - Dioicia

A dioicia compreende o dimorfismo sexual no qual os individuos de uma mesma
espécie possuem flores unissexuais femininas ou masculinas em plantas separadas
(Figura 1.5). Os sistemas reprodutivos dimorficos ndo séo frequentes na natureza e a
maioria das angiospermas € hermafrodita. A dioicia é reportada em aproximadamente
6% das angiospermas (RENNER & RICKLEFS, 1995) e, por vezes, é associada a
alocacao otima de recursos para as funcdes sexuais separadas e também para evitar a
endogamia (BARRET, 2002; AINSWORTH, PARKER & BUCHANAN-WOLLASTON,
1998). Segundo Ainsworth (2000), a dioicia pode ser considerada um dos mecanismos
mais drasticos para evitar os efeitos nocivos oriundos de uma prole endogamica. Na
natureza, os sistemas que promovem a polinizacdo cruzada, inclusive para plantas
hermafroditas, sdo sempre favorecidos (DARWIN, 1876). No entanto, somente o fato de

promover maior variabilidade genética devido ao cruzamento ndo justifica a baixa
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incidéncia de plantas didicas na natureza e outros fatores devem estar envolvidos
(AINSWORTH, 2000).

As espécies hermafroditas, em termos da alocagdo de recursos para as funcdes
reprodutivas, podem ter limitacbes em uma das fungcbes sexuais, uma vez que 0S
recursos metabdlicos devem ser direcionados para ambas as funcbes (femininas e
masculinas) numa mesma flor. Em espécies didicas, estes recursos podem ser
alocados com maior eficiéncia, pois sao direcionados apenas para uma fungcédo sexual
em cada individuo (AINSWORTH, 2000; AINSWORTH, PARKER & BUCHANAN-
WOLLASTON, 1998). Os sistemas sexuais de diversas plantas, incluindo as didicas,
possuem certa flexibilidade sexual. Este fato pode ser oriundo de uma insuficiéncia no
controle de uma determinada func&o sexual em um ambiente complexo e a flexibilidade
sexual também pode agregar beneficios adaptativos para as espécies (AINSWORTH,
2000; CHARNOV & BULL, 1977; KORPELAINEN, 1998). Barret (1998) associa as
condicBes de estresse em determinados ambientes como uma forca evolutiva capaz de
favorecer o surgimento da dioicia. A limitacdo de recursos para a manutencédo de
ambas as funcdes sexuais em hermafroditas e os efeitos deletérios da depresséo
endogamica também podem favorecer a dioicia (BARRET, 1998). A dioicia ndo é
absoluta para muitas espécies, ou seja, rudimentos do sexo oposto podem ser
encontrados em flores unissexuais (DURAND & DURAND, 1984).

Trés possiveis rotas evolutivas sdo associadas ao surgimento de populacdes
dioicas: a partir de espécies hermafroditas, a partir da monoicia e a partir da distilia. O
surgimento de uma populacdo didica a partir de um ancestral hermafrodita
provavelmente ocorreu por meio de mutacdes que produzem esterilidade feminina em
certas plantas, gerando machos, e esterilidade masculina em outras plantas, gerando
fémeas. No entanto, € pouco provavel que duas mutacdes desta natureza possam
ocorrer simultaneamente e o mais provavel é que a dioicia evoluiu a partir de
hermafroditas por meio de mutacdes parciais. As mutagdes parciais podem ocorrer
gerando, inicialmente, fémeas ou machos em uma populacdo hermafrodita (ginodioicia

e

ou androdioicia). A androdioicia € uma condicdo muito rara na natureza e 0 mais

aceitdvel € que o intermediario na evolucdo da dioicia tenha sido populacdes

ginodidicas, ou seja, com a presenca de plantas fémeas e plantas hermafroditas.

19



Posteriormente, uma nova mutacdo deve produzir esterilidade feminina nos
hermafroditas e, desta forma, produzir machos (Figura 1.6) (AINSWORTH, 2000;
AINSWORTH, PARKER & BUCHANAN-WOLLASTON, 1998; BARRET, 1998;
FREEMAN et al., 1997).

Figura 1.6. Representacdo da evolucdo da dioicia a partir de uma populacdo
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A dioicia também pode ter evoluido a partir de populacdes mondicas. Espécies
mondicas ja possuem flores unissexuais, porém estdo alocadas no mesmo individuo.
Neste caso, a evolucdo para a dioicia envolve mutacdes que alteram as proporcdes das
flores femininas e masculinas. Estas mutacdes originam, gradualmente, a separacao
sexual em individuos distintos (Figura 1.7) (AINSWORTH, 2000; CHARLESWORTH &
CHARLESWORTH, 1978). A terceira possivel rota evolutiva para a dioicia é partir da
distilia. A distilia € uma condicdo em que uma espécie possui duas estruturas diferentes
em suas flores hermafroditas. Estas estruturas diferem entre si quanto a posi¢cdo das
anteras e dos estigmas nas flores e a supressao de um destes 6rgaos pode ocasionar o
surgimento de uma populacéo dioica (Figura 1.8) (AINSWORTH, 2000; KARASAWA et
al., 2009; LLOYD, 1979). A evolucdo da dioicia em algumas espécies pode estar

relacionada com a evolugéo de cromossomos sexuais. Estes cromossomos parecem ter
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evoluido independentemente entre as espécies e diferentes sistemas de diferenciacao

sexual dos cromossomos séo reportados (AINSWORTH, 2000).

Figura 1.7. Representacdo da evolugéo da dioicia a partir de uma populacdo mondica.
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Figura 1.8. Representacao da evolucao da dioicia a partir da distilia.
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A dioicia tem um impacto direto na alocacdo de recursos para as funcoes

reprodutivas. Neste sentido, sdo esperadas variagbes metabdlicas nestas plantas em
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virtude das diferentes formas de direcionamento dos recursos em plantas fémeas e
machos para uma mesma espécie (SIMPSON, 2013). Estudos com foco nas variacfes
metabolicas decorrentes da dioicia sdo reportados na literatura para as espécies Pipper
betle e Tinospora cordifolia (BAJPAI et al. 2012; BAJPAI et al. 2016; CHOUDHRY et al.
2014; SHARMA, AMIN & PK, 2015). As folhas de Pipper betle sdo amplamente
utilizadas para fins culturais, recreativos e medicinais. A analise das folhas desta
espécie por meio da técnica de DARTMS (Direct Analysis in Real Time Mass
Spectroscopy) indicou diferencas entre os perfis espectrais de plantas fémeas e
machos (BAJPAI et al. 2012). Os autores ressaltam a importancia da busca por
estratégias que possam contribuir para o conhecimento do género das plantas ainda
em fase vegetativa, principalmente para espécies de interesse econémico (BAJPAI et
al. 2012). Tinospora cordifolia é uma planta comumente utilizada com fins fitoterapicos.
Variagdes significativas foram encontradas no conteddo dos fitoconstituintes desta
espécie entre diferentes estacdes do ano e entre os diferentes géneros (CHOUDHRY et
al. 2014). Outros estudos também apontaram variagbes na composicdo quimica
(BAJPAI et al. 2016) e em parametros fisico-quimicos para esta espécie (SHARMA,
AMIN & PK, 2015).

1.4—- Metaboldmica

Diversos estudos com abordagens metabol6micas sdo relatados na literatura
para plantas e animais (APPARECIDO et al., 2017; BECERRA-MARTINEZ et al., 2017;
de FALCO et al., 2017; FREITAS et al., 2015; HUO et al., 2017; LOPES et al.; 2015;
OLIVEIRA et al., 2014; PONTES et al.,, 2016; SANTOS et al., 2018; ZABEK et al.,
2016). As variacfes metabdlicas de um determinado organismo sob uma condigdo
especifica podem ser avaliadas por uma abordagem metabolémica. As pequenas
moléculas compdem o metaboloma e a identificacdo e quantificacdo do maior numero
possivel de metabdlitos constitui o campo de estudo da metabolémica (KIM, CHOI &
VERPOORTE, 2011; PATTI, YANES & SIUZDAK, 2012). Neste sentido, é importante
ressaltar que, por vezes, a quantificacdo dos metabdlitos é efetuada de forma relativa a
fim de permitir a identificacdo de variacbes associadas a condicbes especificas.
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Diversas técnicas tém sido empregadas para estudos metabolémicos, destacando-se a
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), CLAE-EM (Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia — Espectrometria de Massas) e CG-EM (Cromatografia Gasosa -
Espectrometria de Massas) (LIU & LOCASALE, 2017). A metabolémica é a ponta final
das ciéncias “Gmicas”, que englobam a gendmica, transcriptdmica e protedmica (Figura
1.9). A genbmica tem por objetivo o estudo dos genes, enquanto que a transcriptbmica
tem por objetivo o estudo da transcricdo destes genes em termos da composicao de
MRNA (HORGAN & KENNY, 2011).

“Aa

Figura 1.9. Ciéncias “6micas” e seus campos de estudo.
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A metaboldomica pode ser aplicada ao estudo de diversas condicbes nos seres
vivos, incluindo situacbes ambientais de estresse e doencas. A identificacdo de perfis
metabdlicos diferentes para os organismos sob tais condi¢des, em um determinado
ponto do seu metabolismo, permite a observacdo de padrbes metabodlicos
(biomarcadores). Neste sentindo, a abordagem metabolémica tem sido empregada com
sucesso no estudo de doencas e pragas em plantas (APPARECIDO et al.,, 2017;
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CEVALLOS-CEVALLOS et al.,, 2012; FREITAS et al., 2015; PONTES et al., 2016;
UAWISETWATHANA et al., 2015), variacdes sazonais (FALASCA et al.,, 2014;
SCOGNAMIGLIO et al.,, 2014), classificacdo de espécies (CHOI et al., 2005),
equivaléncia quimica de plantas geneticamente modificadas (OLIVEIRA et al., 2014) e
caracterizacéo de alimentos (GARCIA-GARCIA et al., 2018).

Uma vez que a metaboldbmica se propde a investigar o maior namero de
metabdlitos possivel em um sistema, a selecdo dos métodos de extracdo para as
andlises é de extrema importancia. Os organismos vivos possuem uma infinidade de
metabdlitos em suas células e a utilizacdo de sistemas combinados de extracdo
propicia uma visdo mais abrangente dos perfis metabdlicos (CHOI & VERPOORTE,
2014). As analises metabolémicas podem ser direcionadas ou néo-direcionadas. As
abordagens direcionadas sdo efetuadas a partir da analise de um conjunto pré-
estabelecido de metabdlitos, enquanto que as abordagens ndo-direcionadas avaliam o
perfil geral de todos os metabdlitos em um sistema (PATTI, YANES & SIUZDAK, 2012).

O fenbmeno da dioicia é uma condicdo particularmente interessante nas
angiospermas e pouco compreendido em muitas espécies. Estudos metaboldmicos com
espécies didicas podem contribuir para a compreenséo deste tipo de expressao sexual
em plantas e quais suas implicacbes no cultivo e utilizacdo agronémica destas

espécies.

1.5 - RMN e Quimiometria

A RMN é empregada com frequéncia em analises metabolémicas. A técnica é
extremamente versatil, pois possibilita a identificacdo e quantificacdo de diversos
metabolitos numa mistura sem a necessidade de procedimentos laboriosos para o
preparo das amostras. Os substratos avaliados em analises metabolémicas podem ser
liquidos ou semissdlidos e os dados gerados sdo muito reprodutiveis. No entanto, a
técnica € pouco sensivel quando comparada com outros métodos analiticos (KIM, CHOI
& VERPOORTE, 2011; MARKLEY et al., 2017; PONTES et al.; 2017).

As andlises de RMN para um grande niumero de amostras geralmente produz um

sistema complexo, devido a natureza multivariada dos dados. Nestes casos, a
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identificacdo de pequenas diferencas e o reconhecimento de padrbes se torna uma
tarefa extremamente laboriosa. Com o intuito de reduzir a dimensionalidade dos dados,
a RMN é frequentemente associada a analises quimiométricas (KIM, CHOI &
VERPOORTE, 2011; PONTES et al.; 2017).

A quimiometria utiliza a matematica e a estatistica para otimizar a investigacao
de sistemas quimicos que possuem uma grande quantidade de variaveis. Diversos
métodos quimiométricos podem ser aplicados a dados analiticos como, por exemplo,
reconhecimento de padrbes, classificacdo e calibracdo multivariada. A Analise de
Componentes Principais (PCA, do inglés, Principal Component Analysis) € um método
de analise exploratdria amplamente empregada em metaboldémica a partir de dados de
RMN. Trata-se de um método ndo supervisionado de analise, no qual a informacédo
sobre a qual grupo (classe) as amostras pertencem nao € informada ao gerar os dados.
Os métodos supervisionados de analise, por sua vez, necessitam da informacdo da
classe das amostras para gerar o modelo (BEEBE, PELL & SEASHOLTZ, 1998), cujo
algoritmo de PLS-DA (Partial Least Squares - Discriminant Analysis) tem sido
empregado em diversos tipos de estudos metabol6micos.

A dioicia oferece um vasto campo de estudo sobre a sexualidade nas
angiospermas e a compreensao dos fatores que favorecem a dioicia podem contribuir
com novos conhecimentos sobre a reproducdo em plantas, especialmente em espécies
de interesse comercial. Estudos com foco nas variacbes metabdlicas entre plantas
machos e fémeas, bem como sobre o momento no qual ocorre a manifestacdo sexual
em individuos jovens, sdo extremamente valiosos. Neste contexto, este trabalho se
propés a empregar a RMN de 'H, aliada a abordagens metabolémicas, para avaliar
possiveis diferencas entre os perfis metabdlicos de plantas machos, fémeas e jovens de

Mauritia flexuosa.
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2 - OBJETIVOS

2.1 — Objetivo geral

Avaliar as diferencas nos perfis metabodlicos dos extratos aquosos e metandlicos
das folhas de buritis machos e fémeas por meio de técnicas de RMN utilizando uma

abordagem metabolémica.

2.2 — Objetivos especificos

e Identificar os metabdlitos presentes nos extratos aquosos e metandlicos das
folhas de buriti.

e Comparar a analise da dioicia no buriti a partir de pool de plantas para cada
grupo de plantas machos e fémeas e a partir da analise individual das plantas.

e Desenvolver modelo de classificagdo para predicdo do sexo em buritis jovens.

e Relacionar as possiveis diferencas dos perfis metabdlicos com processos

metabdlicos distintos para buritis fémeas e machos.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 — Obtencao das amostras

Amostras de folhas de 20 arvores de buritis em fase reprodutiva (10 fémeas e 10
machos) foram coletadas no Parque Ecoldgico Anhandui, localizado em Campo Grande
— MS (S 20°30°25,212”; W 54°38’30,909”), em fevereiro de 2015, durante o periodo de
floracdo das plantas. A distingdo entre as plantas machos e fémeas foi realizada por
meio da observacdo do género das flores em cada individuo (Figuras 3.1 e 3.2).
Também foram coletadas folhas de 7 plantas em estagio vegetativo (jovens), ou seja,

antes do estagio de floragcdo e, portanto, sem manifestacdo do género.

Figura 3.1. Buriti fémea e ampliacdes das imagens das flores femininas. Fonte: Proprio

autor.
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Figura 3.2. Buriti macho e ampliacbes das imagens das flores masculinas. Fonte:

Proprio autor.

3.2 — Procedimentos de extracao

Duas abordagens foram empregadas para a analise das folhas de buriti f€meas e
machos. A primeira consistiu no agrupamento das folhas dos 10 individuos machos e
10 fémeas para a producédo de um pool de plantas para cada género, retirando-se 10
replicatas analiticas. A segunda consistiu na analise de cada planta individualmente,
com 3 replicatas analiticas para cada planta. As folhas de buritis jovens foram somente
analisadas por individuos, ja que para estas plantas ndo ha manifestacdo observavel do
género. Em ambos os casos a folhas foram pulverizadas em nitrogénio liquido.

As extracbes foram conduzidas com aproximadamente 100 mg de folhas

pulverizadas em dois sistemas de extragdo independentes. O primeiro consistiu na

28



utilizacdo de 1 mL de solucdo 0,05% de 2,2,3,3-d4-3-(trimetilsilil) propionato de sodio
(TMSP-d4) em tampéo fosfato (0,09 mol/L) produzido com agua deuterada (D20), com
pH final de 6,4. O segundo consistiu na utilizacdo de 5 mL de metanol grau HPLC. Em
ambos o0s casos as amostras foram mantidas em ultrassom por 20 minutos, filtradas
com algodao, centrifugadas por 5 minutos a 2500 rpm e novamente filtradas. Os
extratos aquosos foram imediatamente acondicionados em refrigeracdo até o momento
das andlises por RMN, enquanto os extratos metandlicos foram secos em capela de
exaustdo e posteriormente acondicionados em dessecador. Os extratos metandlicos
secos foram ressolubilizados em 500 uL de solucdo 0,05% TMSP-d4/DMSO-ds para as

analises de RMN.

3.3 - Andalises de RMN

As medidas de RMN foram efetuadas em espectrometro Bruker DPX 300 (7,05
T), operando a 300,13 MHz para o 'H. A sequéncia de pulso utilizada foi a Composite
Pulse Presaturation (CPPR) para supressao do sinal residual da agua em 4,83 ppm
para os extratos aquosos e em 3,48 ppm para 0s extratos metandlicos ressolubilizados
em DMSO. Os experimentos de RMN de 'H foram adquiridos com 128 varreduras, 64k
pontos, tempo de aquisicdo de 3,64s, tempo de espera de 2s, ganho do receptor de
90,5 e janela espectral de 8.992,81 Hz. Posteriormente, os dados foram processados
com 64k pontos, multiplicacdo exponencial de 0,30 Hz e corre¢cdes manuais de fase e
linha de base (Apéndice A). O sinal do TMSP foi utilizado como referéncia interna para
calibracdo dos espectros. Experimentos bidimensionais de TOCSY, HSQC e HMBC

foram obtidos para auxiliar na identificacéo estrutural dos compostos (Apéndice B).

3.4 — Analise multivariada e estatistica

Os dados de RMN de !H das folhas de buriti foram inicialmente analisados por
PCA, utilizando-se o programa AMIX 3.8 Bruker. Os buckets foram construidos de
forma retangular simples, com largura de 0,03 ppm. Os dados foram integrados pela
soma das intensidades absolutas e escalados pela intensidade total. Para os extratos
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aguosos, a regiao analisada foi de 0,70-7,60 ppm, com exclusdo da regido entre 4,40-
5,20 referente ao sinal residual da agua. Para os extratos metandlicos ressolubilizados
em DMSO, a regido avaliada foi de 0,48-10,0 ppm, com exclusdo das regides entre
2,36-2,71 ppm e 3,33-3,62 ppm, referentes aos sinais residuais do DMSO e da agua,
respectivamente. As variaveis foram centradas na média.

Os dados de RMN de 'H para as andlises das plantas por individuos foram
submetidos a modelagem utilizando o algoritmo de PLS, com analise discriminante (DA,
do inglés, Discriminant Analysis) e corre¢cdes ortogonais de sinais (OSC, do inglés,
Orthogonal signal correction) com o objetivo de remover a variacdo nao correlacionada
com a classe. Os modelos de PLS construidos com analise discriminante e correcdes
ortogonais sdo referidos como modelos de OPLS-DA. As variaveis foram pré-
processadas com Pareto e duas corre¢des ortogonais foram aplicadas. O método foi
validado por validacédo interna cruzada (n=10) e por validacdo externa. A validacdo
externa foi conduzida por meio da construcdo de um modelo com 2/3 das amostras,
utilizando o 1/3 restante para predicdo. A sensibilidade e especificidade do modelo
foram mensuradas como descrito por Bylesjo et al. (2006), por meio do verdadeiro
positivo (TP), verdadeiro negativo (TN) e falso positivo (FP). A sensibilidade e
especificidade foram obtidas de acordo com as férmulas TP/(TP + FN) e TN/(FP + TN),
respectivamente.

Os metabdlitos de maior peso para a distingdo das amostras foram submetidos a
analise de variancia por meio do teste Two-Sample t-Test. As integrais dos sinais, em
referéncia ao sinal do TMSP, foram utilizadas para a comparacdo entre as meédias.
Teste de correlacdo de Pearson foi aplicado para a observacdo de correlacdes lineares
entre as variaveis. Os dados foram avaliados com um intervalo de confianca de 95%, no

qual uma probabilidade de erros (P) menor que 0,05 indica variacao significativa.
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 — Perfil espectral das folhas de buriti

Os espectros de RMN de 'H possibilitaram a observacdo de diferentes perfis
metabdlicos para buritis ffmeas, machos e jovens em ambos 0s sistemas de extracao.
Os espectros provenientes do pool de plantas mostraram grande homogeneidade
dentro de cada grupo, uma vez que a abordagem por pool de plantas minimiza as
variacdes relacionadas as caracteristicas particulares de cada individuo. Por outro lado,
0S espectros provenientes da andlise individual das plantas sdo bem menos
homogéneos dentro de cada género e as caracteristicas inerentes de cada planta séo
evidenciadas. Os perfis espectrais para os buritis fémeas, machos e jovens nos dois
sistemas de extracdo empregados sdo mostrados nas Figuras 4.1, 4.2, e 4.3. Os
extratos aquosos sao compostos predominantemente por sinais referentes a
carboidratos e, em menores proporc¢des, de derivados ionizados de acidos organicos,
aminoacidos e metanol (possivelmente oriundo de processos de degradacdo). Nos
extratos metandlicos sdo observados sinais de carboidratos e &acidos graxos (acidos
linoleico e linolénico). A elucidacdo estrutural dos compostos foi efetuada por meio de
comparacao com dados da literatura (POPESCU et al., 2015; BHARTI et al., 2011;
PEREZ et al., 2010; PICCIONI et al., 2009; SON et al., 2009), experimentos
bidimensionais, testes por adicdo de padrdo e comparagdo com espectros de
substancias padrédo. Os compostos identificados nos espectros das folhas de buriti nos
dois sistemas de extracdo empregados, bem como seus deslocamentos quimicos,

estédo dispostos na Tabela 4.1.
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Figura 4.1. Perfis espectrais representativos de RMN de 'H dos extratos aquosos
provenientes do pool de folhas de buritis fémeas (A) e machos (B) e da analise

individual das plantas fémeas (C) e machos (D).
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Figura 4.2. Perfis espectrais representativos de RMN de 'H dos extratos metandlicos
provenientes do pool de folhas de buritis fémeas (A) e machos (B) e da andlise

individual das plantas fémeas (C) e machos (D).
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Figura 4.3. Perfis espectrais representativos de RMN de 'H dos extratos aquosos (A) e

metandlicos (B) das folhas de buritis jovens.
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Tabela 4.1. Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e 13C dos compostos identificados
nos extratos aquosos e metandlicos das folhas de buritis fémeas, machos e jovens. s:
simpleto, d: dupleto, t: tripleto, m: multipleto.

Compostos Assinalamento S 1H Multiplici § 13C
dade
[J (HZ)]
Extrato aquoso
Acetato CHs 1,93 S
Formato HCOOH 8,46P s
Malato a-CH 4,33 72,9
B-CH 2,69¢ 45,1
B'-CH 2,41 45,1
Alanina B-CHs 1,48 d [7,24]
Colina CHs 3,21 S 56,8
Frutose C3-H/C4-H 4.12¢ 77,45
3,52-3,602
3,62-3,942
3,98-4,032
4,062
a-glucose Ci1-H 5,24¢ d [3,65] 94,8
C2-H/C4-H 3,37-3,572 m
C3-H/C5-H/C6-H 3,68-3,952 m
B-glucose C1-H 4,65 d[7,89] 98,7
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Metanol

Myo-inositol

Sacarose

Acido linoleico

Acido

linolénico

C2-H
C3-H/C4-H/C5-H
C6-H

CHs

C1-H/C3-H
C2-H
C4-H/C6-H
C5-H

C1l-H
C2-H
C3-H
C7-H
C8-H
C10-H2
C11/12-H2

3,25¢
3,37-3,492
3,912

3,36

3,59-3,682
3,28°¢

3,50-3,572

4,04-4,092

5,42¢
3,55
3,80
4,23
4,06
3,68
3,83

Extrato metandlico

-CH=CH-
-CH=CH-CH2-CH=CH-
-CH2-CH=CH-
(CHz)n
-CH2-CH2-CH2-CHz3

-CH=CH-

-CH=CH-CH2-CH=CH-

-CH2-CH=CH-
(CH2)n

5,34
2,77
2,02
1,26°
0,86

5,34

2,77

2,02
1,26°¢

d[3,72]

d [8,74]

77,0

51,6

94,8
73,8

79,1

76,5

64,0
65,0; 62,7
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-CH=CH-CH2-CHs 0,94

Colina CHs 3,19 S
B-glucose C1l-H 4,29bc d [7,68] 98,7
C2-H 2,91b
C3-H/C4-H/C5-H 3,03-3,14° m
C6-H 3,65-3,71° m
Myo-inositol C1-H/C3-H 3,37°
C2-H 2,930 t[9,01] 76,6
C4-H/C6-H 3,14b
C5-H 3,73b

a Sinais em regido de grande sobreposicdo/multiplicidade complexa
b Sinal confirmado por meio de analises por adi¢do de padrao.

¢ Sinal usado para a determinacao da proporcao relativa

4.2 — Anédlise multivariada

4.2.1 — Analise a partir do pool de plantas em estagio reprodutivo

Os gréficos de escores e pesos de PCA para os extratos aquosos e metandélicos
do pool de plantas sdo mostrados nas Figuras 4.4 e 4.5, respectivamente. Nos dois
sistemas de extracdo empregados é possivel observar a clara distingdo entre as
amostras de folhas de buritis fémeas e machos no eixo PC1. Em ambos os casos, as
duas primeiras componentes principais descrevem mais de 90% da variancia total do
sistema. No grafico de pesos das variaveis dos extratos aquosos, é possivel observar
gue a regido entre 3,25-4,15 ppm é responsavel por alocar as amostras de buritis
fémeas em valores negativos de PC1. A regido entre 2,25-3,00 ppm e 0s sinais em 3,83

e 5,42 ppm sao responsaveis por alocar as amostras de buritis machos em valores
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positivos de PC1. No grafico de pesos das variaveis dos extratos metandlicos, pode-se
observar que as regides entre 2,90-3,30 ppm, 3,60-3,90 ppm e o sinal em 1,24 ppm
foram responsaveis por alocar as amostras de buritis fémeas em valores negativos de
PC1. As regides entre 4,40-5,40 ppm e 5,50-7,00 ppm foram responsaveis por alocar as

amostras de buritis machos em valores positivos de PC1.

Figura 4.4. Grafico de escores (A) e pesos (B) de PCA para os extratos aquosos das

folhas do pool de plantas de buritis ffmeas e machos.
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Figura 4.5. Grafico de escores (A) e pesos (B) de PCA para os extratos metandlicos

das folhas do pool de plantas de buritis fémeas e machos.
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Os sinais dos compostos destacados como pesos importantes para a distincdo
das amostras, em ambos o0s sistemas de extracdo, foram integrados para a
comparacao de suas médias nos grupos de amostras de buritis ffmeas e machos. Os
graficos de proporcéo relativa para a-glucose, B-glucose, malato, frutose, myo-inositol e
sacarose dos extratos aquosos sdo mostrados na Figura 4.6A. Os gréficos de
proporcdo relativa para B-glucose e sinal de CH:z (referente a acidos graxos) dos
extratos metandlicos sdo mostrados na Figura 4.6B. Variacdes significativas foram
observadas nos contetdos de carboidratos em buritis ffmeas e machos. Nos extratos
aquosos das folhas de buritis fémeas, maiores conteudos de a-glucose, B-glucose,
frutose e myo-inositol foram encontrados. Maiores conteudos de malato e sacarose
foram observados nos extratos aquosos das folhas de buritis machos. Em relacéo aos
extratos metandlicos, foram encontrados maiores conteudos de B-glucose e sinal em

CH:2 (referente a acidos graxos) nas amostras de buritis fémeas.
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Figura 4.6. Proporcao relativa dos compostos obtida a partir da integracdo dos sinais
nos espectros de RMN de H. O eixo y representa a area das integrais de interesse em
relacdo a referéncia interna TMSP-d4 normalizada para 100%. (A) Conteudos de o-
glucose, B-glucose, malato, myo-inositol, frutose e sacarose dos extratos aquosos das
folhas de buriti. (B) Conteudos de &cidos graxos (CHzn)) e B-glucose para os extratos
metandlicos das folhas de buriti. Os dados de proporc¢ao relativa estdo apresentados na
forma de média + desvio padrdo. Diferentes letras nas barras indicam diferenca
significativa entre as médias (p<0,05).
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4.2.2 — Analise individual das plantas em estagio reprodutivo

As amostras provenientes da analise individual de buritis machos e fémeas
foram, inicialmente, submetidas a analises de PCA. Os graficos de escores e pesos
para estas amostras sdo mostrados na Figura 4.7. Nenhuma tendéncia natural de
agrupamento € observada entre as amostras de buritis fémeas e machos para ambos
0s procedimentos de extracdo empregados. Em parte, este comportamento deriva da
heterogeneidade das amostras dentro de cada grupo. Adicionalmente, as
caracteristicas particulares de cada individuo sdo ressaltadas numa analise individual
de plantas. Neste sentido, o algoritmo de PLS-DA com correcdes ortogonais de sinais
(OPLS-DA) foi aplicado aos dados com o objetivo de remover a maior parte da variagao
ndo correlacionada com a classificacdo das amostras. Nestas analises, o pré-
processamento Pareto foi aplicado as varidveis com intuito de centrar os dados na
meédia e compensar as diferentes magnitudes das variaveis, mas sem correr 0 risco de
amplificar as variaveis de ruido. As correcfes ortogonais séo realizadas no bloco X pré-
processado (dados de RMN de *H), que possui muita informacdo ndo correlacionada
com o bloco Y (classe das amostras). Nos dados obtidos a partir da analise individual
dos buritis, foram aplicadas duas corre¢des ortogonais. As matrizes de dados com o
pré-processamento Pareto e apds as corre¢des ortogonais sdo mostradas nas Figuras

4.8 e 4.9, dos extratos aquosos e metandlicos, respectivamente.

Figura 4.7. Grafico de escores de PCA dos extratos aquosos (A) e metandlicos (B) das

folhas provenientes da analise individual de buritis fémeas e machos.
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Figura 4.8. Gréfico de linhas para a matriz de dados dos espectros de RMN de 'H dos
extratos aquosos provenientes da analise individual das folhas de buritis fémeas e
machos. (A) Dados pré-processados com Pareto. (B) Dados tratados com duas
correcdes ortogonais apos pré-processamento com Pareto.
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Figura 4.9. Gréfico de linhas para a matriz de dados dos espectros de RMN de 'H dos
extratos metandlicos provenientes da analise individual das folhas de buritis fémeas e
machos. (A) Dados pré-processados com Pareto. (B) Dados tratados com duas
correcdes ortogonais apos pré-processamento com Pareto.
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Os graficos de escores e pesos obtidos das andlises de OPLS-DA nos dois
sistemas de extracdo empregados sdo mostrados nas Figuras 4.10 e 4.11. Em ambos
0s sistemas h& uma evidente distincdo das amostras de buritis ffmeas e machos no
primeiro fator. A partir do gréfico de pesos de PCA dos extratos aquosos € possivel
observar que as regides entre 1,00-3,25 ppm, 4,25-4,40 ppm e 5,50-7,50 ppm sé&o
responsaveis por alocar as amostras de buritis machos em valores negativos de fator 1.
As regides entre 3,25-4,25 ppm e 5,38-5,50 ppm sao responsaveis por alocar as
amostras de buritis ffmeas em valores positivos de fator 1. Nos extratos metandlicos,
0s sinais em 1,24 ppm e 5,20 ppm e as regifes entre 2,80-3,30 ppm e 3,60-4,20 ppm
sao responsaveis por alocar as amostras de buritis fémeas em valores positivos de fator
1. As regides entre 1,00-1,20 ppm, 1,30-2,20 ppm, 4,50-5,10 ppm e 5,50-7,50 ppm séao

responsaveis por alocar as amostras de buritis machos em valores negativos de fator 1.

Figura 4.10. Gréfico de escores (A) e pesos (B) de OPLS-DA dos extratos aquosos das

folhas provenientes da andlise individual de buritis fémeas e machos.
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Figura 4.11. Grafico de escores (A) e pesos (B) de OPLS-DA dos extratos metandlicos

das folhas provenientes da analise individual de buritis fémeas e machos.
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4.2.3 — Classificacao de plantas em estagio vegetativo (individuos jovens)

A Figura 4.12 mostra os graficos de escores de PCA das amostras provenientes
da andlise individual de buritis fémeas, machos e jovens nos dois sistemas de extracao.
Para estas comparacdes, nenhuma separacéo entre os grupos é observada e nenhum
indicio do género dos buritis jovens é evidente. As Figuras 4.13 e 4.14 mostram 0s
graficos de escores e pesos de OPLS-DA dos extratos aquosos e metandlicos,
respectivamente, das amostras provenientes da analise individual de buritis fémeas,
machos e jovens. No grafico de escores de OPLS-DA dos extratos aquosos, é possivel
observar a distincdo das amostras de buritis fémeas em relacdo aos demais grupos. Ha
uma pequena sobreposicao entre as amostras de buritis machos e jovens. Em relacao
aos extratos metanodlicos, ndo had nenhuma separacdo entre os trés grupos de

amostras.
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Figura 4.12. Grafico de escores de PCA dos extratos aquosos (A) e metanolicos (B)

das folhas provenientes da analise individual de buritis fémeas, machos e jovens.
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Figura 4.13. Grafico de escores (A) e pesos (B) de OPLS-DA dos extratos aquosos das

folhas provenientes da andlise individual de buritis fémeas, machos e jovens.

0,30 - A
A
0154 .
BN "
© %e - i
b= A Py
oot = taly
5 .:’ - g
= ©®o °n L
('
-0,15 4 |
(1]
-0,30
T T T
0,2 0,1 0,0 0,1

B Buritis fémeas

Fator 1 (16,1%)

@ Buritis machos

0,2

B

0,3 4

0,2

0,1+

Fator 1

0,0

-0,1

A Buritis jovens

Mg T T T T T Ul U T T T T T T
1,0 1,5 2,0 25 3,0 3,5 4,0 4,5 5,0 55 6,0 65 7,0 7,5

46



Figura 4.14. Grafico de escores (A) e pesos (B) de OPLS-DA dos extratos metandlicos

das folhas provenientes da analise individual de buritis fémeas, machos e jovens.
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As amostras de buritis jovens foram submetidas a teste de classificagéo a partir
dos modelos de OPLS-DA construidos para os extratos aquosos e metandlicos
mostrados nas Figuras 4.10 e 4.11. A sensibilidade e especificidade mensuradas para
0os modelos sdo descritas na Figura 4.15. O modelo desenvolvido a partir dos extratos
aquosos possui alta especificidade para a classificacdo dos buritis fémeas, porém uma
sensibilidade menor para este género, enquanto que, para a classificacdo dos buritis
machos, o0 modelo é altamente sensivel, porém menos especifico (Figura 4.15A). Em
relacdo ao modelo desenvolvido a partir dos extratos metandlicos, h4 uma alta
sensibilidade para a classificacdo dos buritis fmeas, porém uma menor especificidade
para este género, ao passo que o modelo é altamente especifico para a classificacao
dos buritis machos, porém menos sensivel (Figura 4.15B).

Os dados de classificacdo dos buritis jovens sdo mostrados na Tabela 4.2. No
modelo desenvolvido a partir dos extratos aquosos, apenas trés replicatas foram
classificadas como buritis machos, sendo as demais n&o classificadas em nenhum
grupo. Nos extratos metandlicos, duas replicatas foram classificadas como buritis
fémeas, sendo as demais nao classificadas em nenhum grupo. As amostras de buritis

jovens classificadas como machos no modelo dos extratos aquosos e as classificadas
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como fémeas no modelo dos extratos metanolicos correspondem a mesma planta.
Sendo assim, os modelos de classificacdo de OPLS-DA para a predicdo do género dos
buritis jovens ndo se mostraram eficientes com este método especifico. E possivel que
para os buritis jovens 0s processos metabodlicos e as prioridades de recursos sejam
muitos diferentes dos encontrados para as plantas em fase reprodutiva. Apesar das
amostras de buritis jovens estarem alocadas mais proximas dos buritis machos, ndo ha
evidéncias suficientes que indiqguem claramente o género destas plantas antes do
aparecimento das flores femininas ou masculinas (fase reprodutiva). Os buritis jovens
avaliados neste trabalho foram marcados no Parque Ecologico Anhandui para posterior

monitoramento.

Figura 4.15. Sensibilidade e especificidade dos modelos de classificacdo construidos a
partir dos dados de RMN de 'H dos extratos aquosos (A) e metandlicos (B) das folhas
de buriti.
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Tabela 4.2. Dados de predicéo para os extratos das folhas de buritis jovens.

Tipode  Amostras classificadas Amostras classificadas Amostras néo classificadas

extrato como buritis machos como buritis fémeas em nenhum grupo
Aquoso 3 0 18
Metandlico 0 2 19

4.3 — Dioicia no buriti

4.3.1 - Tipo de amostragem no estudo metabolémico da dioicia no buriti

Duas abordagens para o tratamento das folhas de buriti antes dos
procedimentos de extracdo, foram empregadas. A primeira consistiu no agrupamento
das folhas dos 10 buritis fémeas ou 10 machos para a producédo do pool de plantas,
com 10 replicatas analiticas para cada género. Neste tipo de abordagem ha uma
consideravel homogeneidade dentro de cada grupo, pois as particularidades de cada
planta sdo dispersadas. Devido a grande homogeneidade, a utilizacdo de métodos néao
supervisionados para o reconhecimento de padrdes, como PCA, se mostrou muito
eficaz na distingcdo entre os grupos de buritis fémeas e machos. Porém, quaisquer
informacdes sobre as caracteristicas individuais das plantas, que podem ser relevantes
no estudo metabdlico de uma condicdo especifica, sdo perdidas com a producédo de
pool de plantas.

A segunda abordagem consistiu na analise individual de cada planta, com
triplicatas analiticas. Neste caso, ha uma reduzida homogeneidade dentro de cada
grupo devido as caracteristicas individuais de cada planta. Embora pertencam a um
mesmo grupo de amostras, buritis fémeas ou machos, cada planta pode responder aos
estimulos do meio ambiente e ter um desenvolvimento diferente dos demais espécimes

de sua populagédo. Na analise individual das plantas, 0 método ndo supervisionado de
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PCA néao foi habil para a distingcdo das amostras de buritis fémeas e machos. A maior
parte da variacdo ndo correlacionada com a classe (género) dos buritis foi removida
pelo uso do algoritmo supervisionado de OPLS-DA, que permitiu a distincdo entre os
buritis fémeas e machos para a analise individual das plantas. Apesar da necessidade
do uso de diferentes métodos quimiométricos para o estudo da dioicia no buriti, €
possivel observar por meio dos graficos de pesos que as variaveis de maior importancia
para a separacdo das amostras sao similares nos dois casos.

A dioicia € uma condicdo particularmente interessante nas angiospermas e,
muitas vezes, é associada com uma alocacdo Otima de recursos para as diferentes
funcdes sexuais, bem como para evitar endogamia (AINSWORTH et al.,, 1998;
BARRET, 2002). H& evidéncias de que muitas plantas, incluindo as espécies didicas,
possuem certa labilidade sexual. Esta situacdo pode ser derivada de uma insuficiéncia
das espécies em controlar o sexo em ambientes complexos ou razdes adaptativas
possibilitando, assim, o aparecimento de individuos anémalos em uma populacao
(AINSWORTH, 2000). A dioicia nem sempre é absoluta e ha relatos da ocorréncia de
rudimentos do sexo oposto em flores unissexuais de espécies didicas (ARYAL & MING,
2014). No caso especifico do buriti, ndo ha muitos trabalhos na literatura relacionados
com a dioicia nesta espécie (DELGADO; COUTURIER; MEJIA, 2007; SAMPAIO, 2011;
STORTI, 1993). Informacdes neste sentido seriam U(teis na compreensdo das
alteracdes metabdlicas observadas entre os buritis ffmeas e machos.

Considerando a complexidade da dioicia nas angiospermas, € necessario avaliar
o tipo de abordagem em anélises metabolémicas. E evidente que a andlise a partir de
um pool de plantas produz um sistema mais homogéneo, uma vez que as
caracteristicas individuais sdo minimizadas. No entanto, pela analise individual das
plantas estas particularidades s&o evidenciadas e, muitas vezes, podem ser
importantes no estudo de diversas condi¢cdes em plantas permitindo a identificacdo de
comportamentos anémalos. A escolha da melhor abordagem — pool de plantas ou
analise individual das plantas — depende do tipo de estudo a ser realizado. No caso
especifico do estudo da dioicia no buriti, as variaveis responsaveis por distinguir as

amostras de buritis fémeas e machos foram similares nas duas abordagens.
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4.3.2 — Dioicia e metabolismo

Nos extratos aquosos das folhas de buriti, uma grande variacao foi encontrada
nos teores de carboidratos. Os organismos fotossintéticos reduzem CO2 para produzir
carboidratos por meio das reagdes descritas no ciclo de Calvin. A partir deste ciclo séo
formadas as trioses fosfato que, posteriormente, irdo originar uma gama de outros
compostos (Figura 4.16). A energia gerada a partir da atividade fotossintética pode ser
estocada na forma de amido ou translocada pelo floema na forma de sacarose. Uma
das funcbes das reservas de energia é o fornecimento de carbono para o crescimento e
desenvolvimento dos organismos, sendo que a sacarose é uma forma estavel de
carboidrato que pode ser transportado pelo floema (TAIZ & ZEIGER, 2015). No entanto,
outras funcdes para carboidratos como sacarose, glucose e frutose, por exemplo, sdo
relatadas. Estes aclUcares podem estar envolvidos em uma vasta rede de
sinalizacao/resposta nos organismos e niveis varidveis de carboidratos podem
influenciar na transcri¢cao de diversos genes (LASTDRAGER, HANSON & SMEEKENS,
2014; MOGHADDAM & VAN DEN ENDE, 2013). A sacarose pode ser catabolizada pela
acdo de invertases, originando glucose e frutose que também pode atuar como
sinalizadores (WIND, SMEEKENS & HANSON, 2010; CHO & YOO, 2011). Além de
estarem envolvidos em rotas de sinalizacdo/resposta ao crescimento e condi¢des de
estresse, os carboidratos também podem ser importantes na sinalizagao e consequente
inducéo da floragado (MOGHADDAM & VAN DEN ENDE, 2013). Em Arabidopsis, por
exemplo, uma das rotas que controlam a floracdo € associada com o metabolismo de
sacarose, sendo que este acucar estimula a floracdo (BLAZQUEZ, 2000).

No buriti, o periodo que compreende o inicio da floracdo e o completo
amadurecimento dos frutos dura em torno de um ano. Sendo assim, durante um
periodo de floracdo € possivel a observacdo de novas inflorescéncias e frutos ndo
completamente maduros na mesma planta. Maiores contetdos de glucose e frutose
foram encontrados nas amostras de buritis fmeas e maior conteudo de sacarose foi
encontrado nas amostras de buritis machos. O teste de correlacdo de Pearson foi
aplicado para a verificacdo de algum tipo de correlacdo linear entre os teores destes

carboidratos (Figura 4.17). Uma forte correlacdo linear direta foi observada entre
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glucose e frutose para buritis fémeas (r=0,89 e P=4,93E-4) e machos (r=0,92 e
P=1,40E-4), enquanto que nenhuma correlacdo significativa foi encontrada entre a
sacarose e estes compostos. Uma hipotese para as variagdes observadas nos teores
de carboidratos e as correlagcdes encontradas € que os buritis ffmeas possuem uma
grande demanda energética devido ao periodo de floracdo, mas também devido ao fato
de possuirem frutos em fase de amadurecimento. Estes dois processos simultaneos
podem demandar um maior consumo de sacarose, que pode ser observado pelo menor
conteldo deste composto nos extratos aquosos das folhas de buritis fémeas.
Aparentemente, ndo ha uma dependéncia linear entre os conteldos de glucose e
frutose em relacdo a sacarose e, provavelmente, estes metabdlitos podem estar

envolvidos em uma rede complexa de processos metabdlicos.
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Figura 4.16. Esquema das rotas metabdlicas de assimilacdo de carbono (ciclo de
Calvin), glicdlise, ciclo do acido citrico e producdo de &cidos graxos em organismos
vegetais (rotas metabdlicas adaptadas de TAIZ & ZEIGER, 2015).
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Figura 4.17. Teste de correlacdo de Pearson para os compostos a-glucose, frutose e

sacarose provenientes dos extratos aquosos das folhas de buritis fémeas (A) e machos

(B).

A = Pearson Correlations

alfa-glucose frutose sacarose

Pearson Corr. 1 0,89357 0,35279
afa-glucose Sig. -~ 492779E-4 031736
Pearson Corr. 0,89357 1 0,44697
frutose : :
Sig. 4,92779E-4 - 019529
sacarose Pearson Corr. 0,35279 0,44697 1

Sig. 0,31736 0,19529 --

2-tailed test of significance is used

B = Pearson Correlations

alfa-glucose frutose sacarose

Pearson Corr. 1 092303 -019363

alfa-glucose : !
g Sig. -- 1,39789E-4 0,59196
Pearson Corr. 0,92303 1 -0,03446

frutose : J
" Sig. 1,39789E-4 -~ 0,9247
G Pearson Corr. -0,19363 -0,03446 1

Sig.  0,59196 0,9247 .

2-tailed test of significance is used

Os extratos aquosos das folhas de buritis fémeas apresentaram menor teor de
malato. Plantas e animais degradam carboidratos por meio da via glicolitica, tendo
como produto final o piruvato. Uma rota glicolitica alternativa € observada em plantas,
na qual malato é produzido a partir do fosfoenolpiruvato (Figura 4.16). O malato
formado pode ser armazenado ou transportado para a mitocondria, onde pode
ingressar no ciclo do &cido citrico. O malato € um intermediario do ciclo do acido citrico,
sendo assim, sua producéo a partir do fosfoenolpiruvato pode atuar reestabelecendo
niveis apropriados deste metabdlito no ciclo. Adicionalmente, o malato pode contribuir
para a reposi¢do de piruvato a partir da acdo da enzima NAD-malica, garantindo niveis

adequados de acetil-CoA para a manutencao das atividades do ciclo do acido citrico
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(Figura 4.16) (HELDT & PIECHULLA, 2004; TAIZ & ZEIGER, 2015). Menor contetdo de
malato nos extratos aquosos das folhas de buritis fémeas também pode indicar uma
maior demanda energética nestas plantas, devido as fun¢des reprodutivas.

Outra rota alternativa da via glicolitica é a que produz myo-inositol a partir de
glucose-6-fosfato (Figura 4.18). Este composto é comumente chamado de acucar alcool
e atua em diversos processos metabolicos nos organismos vegetais. As plantas podem
acumular myo-inositol em condi¢cfes de estresse abidtico, como salinidade e seca. O
acumulo deste acucar alcool também pode contribuir para o turgor das células e
estabilizacdo de proteinas, uma vez que atua como osmoprotetor (AL-SUOD et al.,
2017; LOEWUS & MURTHY, 2000; MERCHANT et al., 2006). Maior proporcédo de myo-
inositol em plantas fémeas pode indicar uma resposta especifica do género a algum
estresse ambiental, uma vez que estas plantas estavam em uma reserva natural. No
entanto, o maior conteiddo de myo-inositol também pode estar envolvido em algum
aspecto relativo a dioicia no buriti, conferindo as plantas fémeas uma maior capacidade

osmoprotetora.
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Figura 4.18. Esquema da via glicolitica e rota de formacdo de myo-inositol (Rotas
metabdlicas adaptadas de TAIZ & ZEIGER (2015) e LIU et al. (2016)).
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Nos extratos metandlicos, a maior variacdo observada foi em relacdo ao sinal em
1,24 ppm referente aos sinais de (CH2)n de &cidos graxos saturados e insaturados. A
biossintese dos acidos graxos em plantas ocorre nos plastidios a partir do precursor
acetil-CoA. Os acidos graxos fazem parte da composicdo de lipideos de membrana e
podem ser consumidos para a producdo de compostos de sinalizacdo como, por
exemplo, o jasmonato. Estes compostos sinalizadores podem ativar mecanismos de
defesa das plantas ou regular processos de crescimento ou desenvolvimento (WEBER,
2002; TAIZ & ZEIGER, 2015). Menor conteudo de acidos graxos foi encontrado nas
amostras de buritis machos. A relagdo destes compostos e a dioicia no buriti ndo é
muito clara. Uma possivel explicagdo é que os 4cidos graxos possam estar envolvidos
em processos de sinalizacéo ou inducao da floracdo. Adicionalmente, estes compostos
podem ser mobilizados nas plantas fémeas para a producédo dos frutos. No entanto,

estudos mais especificos sdo necessarios para a compreensao do papel destes acidos
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para a reproducdo em plantas didicas, bem como seu envolvimento em outros tipos de
interacOes das plantas com 0 meio ambiente.

A separacdo sexual nas angiospermas tem um impacto direto na alocagéo de
recursos para garantir o sucesso reprodutivo (AINSWORTH, 2000). Quando
comparamos especies didicas e hermafroditas, devemos considerar que a alocacéo de
recursos nos hermafroditas pode limitar umas das funcdes sexuais (feminina ou
masculina), pois estes recursos sédo alocados para duas fungdes distintas na mesma
planta. J& para espécies dibicas, os recursos podem ser direcionados apenas para uma
funcdo sexual em cada planta, resultando numa distribuicdo mais eficiente de recursos
metabolicos (AINSWORTH, PARKER & BUCHANAN-WOLLASTON, 1998). A diferente
distribuicdo de recursos para as funcbes reprodutivas nas espécies didicas
provavelmente resulta em diferentes propor¢des de metabdlitos em individuos machos
e fémeas. Tais diferencas metabdlicas também podem alterar rotas especificas de
sinalizacao/resposta nas plantas. Estas variagdes podem ser oriundas dos diferentes
tipos de inflorescéncias e das estruturas das flores para os machos e fémeas. No caso
do buriti, h& relato na literatura de que as inflorescéncias masculinas possuem cerca de
125 vezes mais flores do que as femininas. Além disso, as flores femininas sdo maiores
gue as masculinas no buriti (STORTI, 1993).
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5 — CONCLUSOES

A técnica de RMN, associada aos métodos quimiométricos de andlise, se
mostrou eficaz no estudo metaboldbmico da dioicia no buriti. As duas abordagens
empregadas para o tratamento das folhas — a partir do pool de plantas e pela analise
individual das plantas — mostraram vantagens e desvantagens que dependem do tipo
de estudo a ser desenvolvido com plantas didicas.

Os extratos aquosos e metanolicos das folhas de buriti apresentaram perfis
metabdlicos diferentes para individuos machos e fémeas, os quais foram evidenciados
pelas analises de PCA e OPLS-DA. As maiores variacdes encontradas foram nos
contetdos de carboidratos, myo-inositol, malato e &acidos graxos. As plantas fémeas
apresentaram menores teores de sacarose e malato, enquanto que os teores de
glucose, frutose e acidos graxos foram menores nos buritis machos. Uma possivel
justificativa para as variacfes encontradas € que, devido as caracteristicas particulares
do buriti e as funcbes reprodutivas, hd uma maior demanda energética nas fémeas. No
entanto, as variacbes nestes metabdlitos também podem estar associadas a rotas
especificas de sinalizacdo/resposta destas plantas. Em relacdo aos buritis jovens, os
modelos de OPLS-DA construidos para predicdo do género ndo se mostraram eficazes.

A dioicia € uma condicdo especialmente interessante nas angiospermas e as
forcas evolutivas que propiciaram a separacdo sexual sdo amplamente debatidas e
confrontadas. Neste trabalho, variacbes metabdlicas significativas foram encontradas
entre os buritis fémeas e machos. As diferencas metabdlicas observadas para as folhas
de buritis machos e fémeas indicam que, possivelmente, estas plantas possuam
diferencas em seu genoma e estudos com foco na base genética para a dioicia no buriti

serdo extremamente valiosos na compreensao da separacao sexual nesta espécie.
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APENDICE A - Perfil espectral total e parametros de aquisicdo e processamento
dos experimentos de RMN de *H

69



Figura Al — Perfil espectral total representativo de RMN de 'H dos extratos aquosos

(D20, 300.13 MHz).

00°T
0
ZH 0€°0
0
WH
ZHW S0966ZT°00E&
9€£699
ZHW L60FIET 00E&
gP 00°9§
gP 00 ¥—
o9sn 06 %I
HT
======== {3J TENNVHD

09§ 0002000070
09§ 00000000° 2
¥ 0°00E
Dasn 00" 9
o9sn 00989
S 06
098 GQTG8EV9 "€
ZH 6TZLET 0
ZH 908°7668
0
821
0Zd
9£4999
addobz
/OET TenQ umr g
qoeds
9¢°L
9Z0TST0Z
T
T
SHEA-STATI-¥NNE

IS
1048
61d
T1d
Id
TOoNN

SN
INEIATOS
ax
20d4d1nd
auHdodd
HWOYLSNI
SWTI
“@3eq
ONDO¥dd
ONdXH
HNYN

<

70



Figura A2 — Perfil espectral total representativo de RMN de 'H dos extratos metandlicos

(DMSO-ds, 300.13 MHz).
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APENDICE B - Figuras dos experimentos de HSQC, HMBC e TOCSY
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Figura B1l. Mapa de correlacdo HSQC do extrato aquoso das folhas de Mauritia
flexuosa (D20, 500.13 MHz).
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Figura B2. Mapa de correlacdo HMBC do extrato aquoso das folhas de Mauritia
flexuosa (D20, 500.13 MHz).
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Figura B3. Mapa de correlacdo TOCSY do extrato aquoso das folhas de Mauritia
flexuosa (D20, 500.13 MHz).
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Figura B4. Mapa de correlagdo HSQC do extrato metanodlico das folhas de Mauritia
flexuosa (DMSO-ds, 500.13 MHz).
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Figura B5. Mapa de correlacdo HMBC do extrato metandlico das folhas de Mauritia

flexuosa (DMSO-ds, 500.13 MHz).
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Figura B6. Mapa de correlacdo TOCSY do extrato metandlico das folhas de Mauritia
flexuosa (DMSO-ds, 500.13 MHz).
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Metabolic Study of Dioecy in Mauritia flexuosa:
NMR-based and Chemometric Approaches
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ABSTRACT:

Introduction - Mauritia flexuosa is a dioecious species native to the Amazon, and the gender identification can currently be de-
termined through the differentiation between female and male flowers in the first flowering.

Objectives - To identify variations in the metabolome profiles of pooled and individual samples of leaves from female and male
plants of M. flexuosa in reproductive phase, and the plant in its vegetative phase, using two extraction systems.

Material and Methods - Extractions of leaves were separately conducted using deuterated water and methanol. The extracts were
evaluated by NMR spectroscopy and chemometric methods.

Results - Different NMR spectroscopic profiles were observed for females, males, and plants in the vegetative phase. Significant
variations were found in the carbohydrate and fatty acid contents for the aqueous and methanolic extracts, respectively.
Although principal component analysis (PCA) has not been efficient to distinguish the genders, orthogonal signal
correction/partial least squares-discriminant analysis (OPLS-DA) was able to successfully differentiate male and female plants
in the reproductive phase, independently on the sampling approach. For plants in the vegetative phase, OPLS-DA method from
aqueous extracts of M. flexuosa leaves also distinguished female samples from the others and showed a small overlap between
male and young plants, while the classification model was not able to be used for prediction.

Conclusions - NMR spectroscopy and chemometric-based approach was demonstrated to be useful in the metabolic study of
dioecy in M. flexuosa. The extracts of the leaves allowed for differentiation between male and female plants; however, for plants
in the vegetative phase, the identification of the gender was not effective. Copyright © 2018 John Wiley & Sons, Ltd.

Additional Supporting Information may be found online in the supporting information tab for this article.

Keywords: Mauritia flexuosa; buriti; dioecious plant; NMR; chemometrics
|

Introduction Early gender identification of dioecious plants in vegetative
phase, including M. flexuosa, may be useful in strategies for cultiva-
tion and recovery of native areas of these species. In this context,
studies focusing on the metabolic variations between male and
female plants as well as on the time at which the sexual manifesta-
tion can be observed in young individuals are valuable. In this
current study, an NMR spectroscopy and chemometric-based
approach was applied to the analysis of individual and pooled
samples of leaves of M. flexuosa to evaluate the differences in
the metabolic profiles of males, females, and plants in the vegeta-
tive phase.

Mauritia flexuosa Lf. (Buriti) is a native palm tree from the Amazon
that can be found in several countries, i.e. Brazil, Bolivia, Peru,
Colombia, Venezuela, Ecuador, Guyana and French Guyana. lts
occurrence is associated with regions that have flooded soils
(Delgado et al, 2007). In Brazil, this palm can be found in the
Amazon, Cerrado and Pantanal biomes. The fruits of M. flexuosa
can be used as food by several animals and are commercialized
in natura or used to produce diverse foods (Endress et al,, 2013;
Milanez et al., 2016; Virapongse et al., 2017). Mauritia flexuosa is a
dioecious species and fruit production depends on the action of
pollinating insects that carry the pollen from the male to the fe-
male flowers (Delgado et al,, 2007). However, gender identification Experimental
can currently be determined as a result of differentiation between

female and male flowers in the first flowering (Delgado et al., 2007). Plant material

Due to the separate sexual functions in different plants, Approximately one-fifth of leaves (10-15 g) from 10 individual male and fe-
differentiation in the allocation of resources and variation in the male plants of M. flexuosa, and from seven plants in the vegetative phase
metabolic profile for these species is expected (Simpson, 2013). were collected in February 2015 during flowering from a naturally growing
Therefore, studies have been reported for dioecious plants, focus-  population in Anhandui Ecological Park, located in Campo Grande city,

ing on metabolic variations between male and female plants Mato Grosso do Sul, Brazil. The leaves were immediately stored at —20°C
(Bajpai et al,, 2012; Choudhry et al., 2014). For example, the phyto- ~ during three months until processing.

chemical investigation of Tinospora cordifolia showed variations in |
the proportions of the metabolites in male and female plants * Correspondence to: Glaucia Braz Alcantara, Universidade Federal de Mato

(Bajpai et al.,, 2016), and gender variations were also found in phys- Grosso do Sul, Instituto de Quimica, Av. Filinto Muller, 1555, CP 549, CEP
icochemical profiles (Sharma et al, 2015). Among the techniques 79074-460, Campo Grande, MS, Brazil

that can be used for studying the metabolic profiles in plants, Email: glaucia.alcantara@ufms.br

NMR spectroscopy is versatile and highly effective in investigations Instituto de Quimica, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), CP
under various conditions (Kim et al., 2011). 549, CEP, 79074-460, Campo Grande, MS, Brazil
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Sample preparation

Before processing, the leaves were thawed at room temperature; the excess
of water was removed with the aid of a soft sheets of paper and the fresh
leaves were fragmented and weighed. For the pooled analysis, 1 g of leaf
samples from each 10 male and female plants were pulverized with liquid
nitrogen giving 10 g for each gender. For the individual analysis, 1 g of
leaves of each plant were independently pulverized with liquid nitrogen.
Extractions were conducted with 100.4 + 0.2 mg of powdered leaves
performing 10 analytical replicates for each gender from pooled samples
and three analytical replicates for each plant from individual analysis. Two
extraction systems were employed. The first was performed with deuter-
ated water containing 0.05% TMSP-d, (3-(trimethylsilyl)propionic-2,2,3,3-
d, acid sodium salt) in phosphate buffer at pH 6.4 (1 mL), prepared with
0.1000 g, 2.4496 g and 1.6149 g of TMSP-d,, KH,PO, (potassium dihydrogen
phosphate) and Na,HPO, (sodium hydrogen phosphate), respectively, for a
final volume of 200 mL. The second was conducted with methanol (5 mL).
In both cases, the samples were sonicated for 20 min (ultrasonic cleaner
40 kHz/70 W at room temperature), filtered and centrifuged at 2500 rpm
for 5 min. The aqueous extracts were directly inserted into 5--mm NMR
tubes, while the methanolic extracts were naturally dried in a fume hood
and redissolved in 0.05% TMSP-d,/DMSO-dg (500 pL) for NMR analysis.

NMR spectroscopy

The NMR measurements were performed on a Bruker DPX 300 (7.05 T)
spectrometer, which operates at 300.13 MHz for 'H. The NMR spectra were
acquired with a composite pulse presaturation sequence for suppression of
both the residual water signal in 4.83 ppm for aqueous extracts and
3.48 ppm for methanolic extracts redissolved in DMSO-dg (dimethyl sulfox-
ide). All "H-NMR data were acquired with 128 scans, 65536 points, acquisi-
tion time of 3.64 s, relaxation delay of 2 s, spectral window of 8992.81 Hz,
and receiver gain of 90.5. Data processing was performed with 65536
points in the Fourier transformation, manual phase and baseline correc-
tions and exponential multiplication of 0.30 Hz. In both evaluated extrac-
tion systems, the TMSP-d, signal was used as a reference for calibration.
In addition, 13C and two-dimensional (2D) NMR experiments of TOCSY (total
correlated spectroscopy), HSQC (heteronuclear single quantum correlation)
and HMBC (heteronuclear multiple bond correlation) were obtained to
facilitate compound identification. All these acquisition parameters can
be found in the Supporting Information.

Multivariate analysis and statistics

NMR data were initially subjected to PCA (principal component analysis)
using the AMIX program (3.8 Bruker). Buckets were constructed with a sim-
ple rectangular form and 0.03 ppm of width. The integration mode was the
sum of absolute intensities, scaling by the total intensity. For aqueous
extracts, the evaluated spectrum region was 0.70-7.60 ppm, excluding
the region between 4.40 and 5.20 ppm for the residual water signal. The
spectrum region above 7.60 ppm for aqueous extracts is mainly composed
of noise and was not used for chemometric analyzes. For the methanol ex-
tracts redissolved in DMSO-dg, the evaluated region was 0.48-10.01 ppm,
excluding the 2.36-2.71 ppm and 3.33-3.62 ppm regions that refer to the
non-deuterated residual signals from DMSO-dg and water, respectively.
The variables were mean-centered for aqueous and methanolic extracts.
OPLS-DA (orthogonal signal correction/partial least squares-discriminant
analysis) was applied using the Pirouette program (4.0 Infometrix) for anal-
ysis of individual plants. This supervised method of analysis removes the
variation that is uncorrelated with the classification. The variables were
pre-processed with Pareto scaling, and two orthogonal corrections were
applied to the data matrix. The method was validated by internal cross-
validation (n = 10) (Supporting Information Figures S1-S8). Additionally, ex-
ternal validation was performed by constructing a model with two-thirds of
the female and male samples in both extraction systems while using the re-
maining one-third of the samples for prediction. The sensitivity and speci-
ficity of the model were measured by the true positive (TP), true negative

(TN), and false positive (FP). The sensitivity was calculated using TP/(TP +
FN), and the specificity was calculated using TN/(FP + TN) (Supporting
Information Figure S9) (Bylesjo et al., 2006).

The metabolites highlighted in the chemometric analysis were subjected
to analysis of variance using the two-sample t-test. For this, the signals
of the metabolites were integrated in relation to the signal of the
internal standard TMSP-d,. Pearson’s correlation test was applied to identify
the linear correlation between the variables that were highlighted as impor-
tant loadings. The data were evaluated with a 95% confidence interval in
which a probability of errors (p) less than 0.05 represents statistical
significance.

Results and discussion

NMR spectroscopic profile

Slightly different NMR profiles were observed for females, males
and plants in the vegetative phase for both aqueous (Figure 1)
and methanolic (Figure 2) extracts. NMR spectra showed greater
homogeneity within each gender for pooled analyses, while differ-
ences among plants of the same gender were clearly observed for
individual plant analysis, whose peculiarities of each plant were
evidenced.

The structural elucidation of compounds was performed from a
comparison with the literature data, 2D NMR experiments, and
spiked samples. The compounds identified in both extracts and
their respective chemical shifts are reported in Table 1. Thus, the
aqueous extracts predominantly consist of carbohydrate signals
with lower proportions of organic acids, amino acids, and metha-
nol. In the methanolic extracts, signals of carbohydrates and fatty
acids, such as linoleic and linolenic acids, are present. The drying
procedure for the methanol extracts removed the methanol natu-
rally present in the samples.

Multivariate analysis

Analysis of pooled samples

The "H-NMR spectra from pooled samples were subjected to PCA.
In both extraction systems (Figure 3A.1-3A4) it is possible to ob-
serve clear distinction in the female and male samples in the first
principal component (PC1) axis. In the loading plot of the aqueous
extracts (Figure 3A.2), glucose and fructose, for which there are sig-
nals between 3.25 and 4.15 ppm, were responsible for locating the
female samples in the negative PC1 values, while malate in the re-
gion between 2.25 and 3.00 ppm, and sucrose signals at 3.83 and
5.42 ppm located the male samples in positive PC1 values. For the
methanolic extracts, it is possible to observe that the fatty acid sig-
nal at 1.24 ppm, and signals for unknown compounds between
2.90 and 3.30 ppm, and at 3.60 and 3.90 ppm, are responsible for
locating the female samples in negative PC1 values in the loading
plot (Figure 3A.4). The signals between 4.40 and 5.40 ppm as well
as between 5.5 and 7.00 ppm are responsible for locating the male
samples on the positive PC1 axis. In both extraction systems, the
first two principal components describe more than 90% of the
total variance.

The NMR signals highlighted in the loading plots for the two ex-
traction systems were integrated for comparison of the means of
these metabolites for female and male samples (Figure 4A and
4B). Higher contents of a- and B-glucose and fructose are found
in female plant leaf samples from aqueous extracts. However, ma-
late and sucrose contents were higher in male plant leaf samples
from aqueous extracts. In the methanolic extracts of M. flexuosa
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leaves, the contents of B-glucose and the CH, signal of the fatty
acids showed higher proportions from female plants.

Analysis of individual female and male plants

No distinction was observed in the PCA plot scores for female and
male samples with this unsupervised method in both extraction
types (Figure 3B). This is due to non-homogeneity within each

group of samples in addition to the particular characteristics of
each plant. Thus, OPLS-DA method was applied in the data matrix
for elimination of the variation not correlated with the classifica-
tion in the aqueous and methanolic extracts (Figure 5). In both
cases, it is possible to observe the distinction between female
and male plants in the first factor of the score plots (Figure 5A.1
and 5A3). For aqueous extracts, signals between 1.00 and
3.25 ppm which include signals referring to malate and the signals
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Table 1. NMR chemical shift assignments of the compounds identified in the two extraction systems from Mauritia flexuosa leaves

Compound?® Assignment 8 "H° Multiplicity [J (Hz)] 8 3¢
Aqueous extracts
acetate CH3 1.93 s
formate HCOOH 8.46% s
malate o-CH 433 m 729
B-CH 2.69° m 45.1
B-CH 241 m 45.1
alanine B-CHs 1484 d [7.24]
choline CH; 3.21 s 56.8
fructose C3-H; C4-H 412%¢ m 77.7
C1-H 3.52-3.60% f m
C6-H 3.62-3.94%f m
C5-H 3.98-403%f m
C5-H (a-fructose) 406 f m
a-glucose C1-H 5.24¢ d [3.65] 94.8
C2-H; C4-H 337-357° m
C3-H; C5-H; C6-H 3.68-3.95 m
B-glucose C1-H 4.65 d [7.89] 98.7
C2-H 3.25¢ t 77.0
C3-H; C4-H; C5-H 3.37-3.49 m
C6-H 3.91f m
methanol CH; 3.36 S 51.6
myo-inositol C1-H; C3-H 3.59-3.68" m
C2-H 328 t
C4-H; C6-H 3.50-3.57 m
C5-H 4.04-4.09 m
sucrose C1-H 5.42°¢ d [3.72] 94.8
C2-H 3.55 m 73.8
C3-H 3.80 m
C7-H 423 d [8.74] 79.1
C8-H 4.06 m 76.5
C10-H, 3.68 s 64.0
C11;12-H, 3.83 m 65.0:62.7
Methanolic extracts
linoleic acid 1-COOH — — 1729
2-CH, 228 m 35.2
3-CH, 1.51 m 26.2
4107, 15 to 17-CH, 1.21-1.33¢ m 26.3-32.7
8 and 14-CH, 2.03 m 28.1
9,10, 12, 13-CH 534 m 129.5-131.5
11-CH, 278 m 27.0
18-CH; 0.86 t 16.0
linolenic acid 1-COOH — — 172.9
2-CH, 228 m 35.2
3-CH, 1.51 m 26.2
4 to 7-CH, 1.21-1.33¢ m 30.6-32.8
8-CH, 2.03 m 28.1
9,10, 12, 13,15, 16-CH 534 m 129.5-131.5
11 and 14-CH, 278 m 27.0
17-CH, 2.07 22,0
18-CH; 0.94 t 16.2
choline CHs 3.19 s
B-glucose C1-H 429% ¢ d [7.68] 98.7
C2-H 2914 m
C3-H; C4-H; C5-H 3.03-3.14¢ m
C6-H 3.65-3.71¢ m
(Continues)
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Table 1. (Continued)

(Supporting Information Figures S12-517).
4Confirmed by analysis of spiked samples.
€Signal used to quantify the compound.

Note: s: singlet, d: doublet, t: triplet, and m: multiplet.

“References used to support the identification of compounds: (Bharti et al,, 2011; Fan, 1996; Pérez et al., 2010; Piccioni et al., 2009;
Popescu et al,, 2015; Sobolev et al., 2005; Wishart et al., 2013).
PThe correlations were confirmed by TOCSY experiment (Supporting Information Figures $10 and S11).

“The chemical shifts were assigned by two-dimensional (2D) NMR experiments (HSQC and HMBC) and 3C and DEPT-135 NMR spectra

fSignals in the region of overlap/complex multiplicity.

Compound? Assignment 8 HP Multiplicity [J (Hz)] 5 3¢
myo-inositol C1-H; C3-H 3.37¢ m
C2-H 2.93¢ t[9.01] 76.6
C4-H; C6-H 3.14° m
C5-H 3.73¢ m
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Figure 3. (A) Principal component analysis (PCA) score and loading plots from NMR data of the aqueous (1 and 2) and methanolic extracts (3 and 4) for the
pooled female and male samples. (B) PCA score plots from NMR data of the aqueous (1) and methanolic extracts (2) for the individual analysis of female and
male plants [Colour figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]
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between 4.25 and 4.40 ppm, and 5.50 and 7.50 ppm are responsi-
ble for locating male samples in negative values of factor 1, while
glucose and fructose (signals between 3.25 and 4.25 ppm), and
sucrose (5.38 and 5.50 ppm) are responsible for locating female
samples in positive values of factor 1 (Figure 5A.2). For methanolic
extracts, the signal at 1.24 ppm corresponding to fatty acids, the
signals between 2.80 and 3.30 ppm, 3.60 and 4.20 ppm, and the
signal at 5.20 ppm are responsible for locating female samples in
positive values of factor 1, while signals between 1.25 and
2.25 ppm, 4.50 and 5.00 ppm, and 5.50 and 7.50 ppm are respon-
sible for locating male samples in negative values of factor 1
(Figure 5A4).

Classification of Mauritia flexuosa plants in the vegetative
phase

PCA score plots for individual analysis of females, males, and plants
in the vegetative phase showed no distinction among groups in
both extraction systems (Figure 6). For OPLS-DA method from
aqueous extracts of M. flexuosa leaves (Figure 5B.1 and 5B.2), the
female samples were distinguished from the others in the first
factor and a small overlap was observed between the males and
plants in the vegetative phase (Figure 5B.1). For the methanolic
extracts (Figure 5B.3 and 5B.4), no evident separation is observed
for these three groups of samples.

Classification of the samples in the vegetative phase was
conducted with the OPLS-DA model for both extraction systems.
For the aqueous extracts, the model is very sensitive for the
classification of males, but the specificity is lower. For females,
the model is less sensitive, but it is very specific. For methanolic
extracts, the model is less sensitive for the classification of males,
but the specificity is high. However, for females, the model is very
sensitive but less specific (Supporting Information Figure S9).
Table S1 (Supporting Information) reports the classification of
plants in the vegetative phase in the two constructed models.
For the aqueous extraction system, only three replicates from
young plants were predicted as male samples, while the others
were not predicted in any group. For the methanolic extraction
system, two replicates from young plants were predicted as
female samples, while the others were not predicted in any group.
Considering the tendency of distinction of female, male and plants
in vegetative phase (Figure 5B.1), besides their NMR spectroscopic
profiles to be slightly different (Figures 1 and 2), the classification
model was not able to successfully predict the gender of all
samples of young M. flexuosa plants, since they appear to have
different metabolic processes from those found in plants in the
reproductive phase. Nevertheless, these young plants were
marked in the Ecological Park Anhandui for future monitoring
since the first inflorescence only occurs when M. flexuosa are
7-8 years old.
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Figure 5. (A) Orthogonal signal correction/partial least squares-discriminant analysis (OPLS-DA) score and loading plots for analysis by individual female
and male plants from aqueous (1 and 2) and methanolic extracts (3 and 4). (B) OPLS-DA score and loading plots for analysis by individual females, males,
and plants in the vegetative phase from aqueous (1 and 2) and methanolic extracts (3 and 4) [Colour figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]

Dioecy in Mauritia flexuosa
Method of analysis of samples

In the case of the pooled samples, there is considerable homoge-
neity within the 10 replicates of each gender group because the
particularities of each plant are dispersed. This greater homogene-
ity allows for the use of unsupervised pattern recognition
methods, such as PCA, to be effective in observing grouping and

natural distinction of the samples. In the case of analysis of sam-
ples from individual plants, as expected there is reduced homoge-
neity within each gender group due to the inherent differences in
each plant. Therefore, for analysis of individual plants, the PCA
method was not able to distinguish between males and females.
Most of the variation that was uncorrelated with the classification
for these samples can be removed by the OPLS-DA method,
enabling distinction between the two genders. Despite of the
need for different chemometric methods to analyze different
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Figure 6. Principal component analysis (PCA) score plots from individual analysis of females, males, and plants in the vegetative phase from aqueous (A)
and methanolic (B) extracts [Colour figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]

approaches for studying dioecy in M. flexuosa, it is possible to
observe that the variables of greater importance for separation
of samples are similar in both situations based on the loading
plots in both cases, indicating that the choice of the best
approach will depend on the type of study to be developed with
dioecious plants.

Metabolism and dioecy

For the aqueous extracts of M. flexuosa leaves, there was a signifi-
cant variation in the contents of carbohydrates. The period from
flowering to the complete maturation of fruits occurs around
one year, making it possible to observe both almost ripe fruits
and new inflorescences in the flowering period within the same
plant. Higher levels of glucose and fructose were found in female
samples and higher levels of sucrose in male samples. Pearson’s
correlation test showed a strong direct linear correlation between
glucose and fructose for both males and females (r > 0.89,
P < 4.93E-4), while no significant linear correlation was observed
with respect to glucose and fructose for sucrose. One hypothesis
for such observations is that female plants have a greater energy
requirement due to the flowering period but also because they
have fruits in the ripening stage. These two simultaneous
processes may require a higher consumption of sucrose, which is
observed by a decrease in its content in female leaves. Apparently,
there is no correlation between the glucose and fructose levels
and sucrose, and these two sugars may be involved in a complex
network of signaling in various metabolic processes, including
flowering. Additionally, the lower malate levels in female plants
may also indicate a greater energy requirement from reproductive
activities.

In methanolic extracts, the greatest observed variation was in
relation to the signal between 1.21 and 1.33 ppm, which can be
attributed to the (CH,), signals of saturated or unsaturated fatty
acids. Lower fatty acid contents were found in male plants. The
relationship between these acids and dioecy in M. flexuosa is not
clear, and studies evaluating the function of these compounds in
floral stimulation and signaling are needed.

Mauritia flexuosa plants in the vegetative phase

The model constructed for the classification of plants in the vege-
tative phase could not successfully predict the gender of these
plants. It seems that for M. flexuosa, sexual manifestation is not per-
ceptible by the analysis of the extracts from the leaves of plants in
the vegetative phase, and there is no evidence of characteristics

that indicate the gender of these plants. The identification of
sexual separation in plants in the vegetative phase is uncommon.
For dioecious Silene latifolia plants, different gene expression
associated with sex was found for plants in the vegetative stage,
suggesting that the same could be found for other dioecious spe-
cies (Zluvova et al.,, 2010). Some future perspectives in the study of
M. flexuosa include combined “omics” approaches to understand
how the gender can be expressed before the appearance of male
and female flowers. The knowledge of the gender of young indi-
viduals may be useful in the use of this species for the recovery
of native areas.

The NMR-based approach combined with chemometric
methods was demonstrated to be useful in the metabolic study
of dioecy in M. flexuosa. The extracts of the leaves allowed for dif-
ferentiation between male and female plants; however, for plants
in the vegetative phase, the identification of the gender was not
effective. Significant variations were found in the carbohydrate,
malate, and fatty acid contents. It is possible that female plants
have a greater energy requirement due to the reproductive func-
tions of these plants. These findings indicate differentiation in
the allocation of resources to female and male plants, which may
generate different proportions of other metabolites, such as sec-
ondary metabolites. Thus, the dioecy should be considered when
bioactive compounds are obtained from dioecious plants.
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