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PREFACIO

O livro “Tépicos Especiais em Genética e Melhoramento II”” ¢ a continuidade
de um projeto iniciado em 2013, o qual vem sendo orientado pelos docentes do
Programa de Po6s-Graduagdo em Genética ¢ Melhoramento da UFES (PPGGM/
UFES - Alegre), e engajado com temas atuais relacionados a Genética e ao
Melhoramento de Plantas. O comprometimento e a interacdo de todos os atores
da obra corroboram com o papel do PPGGM em divulgar conhecimentos que
contextualizam as diferentes areas da Genética e do Melhoramento. Os temas
discorridos nos capitulos também afloraram da curiosidade, dos desafios reportados
nas bibliografias, dos obstaculos experimentais vivenciados na rotina da pesquisa,
e das perspectivas em desenvolver novas linhas de estudos.

A edi¢do 2018 de “Toépicos Especiais em Genética e Melhoramento”
contempla quatorze capitulos com temas interdisciplinares, bésicos e aplicados, e de
carater atual, tais como: sequenciamento de nova geragao, epigenética, mutagénese,
filogeografia molecular, resisténcia a estresse bidtico, melhoramento de espécies
agrondmicas e florestais, dentre outros. Esta segunda edi¢do proporciona o contato
dos eleitores com culturas de reconhecida relevancia para o agronegocio brasileiro,
indo além por também revelar outras espécies com grande potencial.

Assim, o livro oportuniza paginas repletas de inovagdes e dados diferenciais
que proporcionam conhecimentos e reflexdes, e que permitem encantar pela
Gengética e pelo Melhoramento. Ademais, em cada um dos capitulos, os autores
buscaram diferentes bibliografias, como também se inspiraram nas suas rotinas de
pesquisa e de ensino, assegurando revisdes contextualizadas e, assim, permitindo
ao leitor compreender as circunstancias que permeiam cada tema. A intimidade e a
profundidade dos capitulos com os fundamentos da Genética e do Melhoramento
fazem do livro um instrumento util, também, para disciplinas da graduagado e pos-
graduacgdo, demonstrando o papel do PPGGM e dos seus parceiros com a formagao

de recursos humanos.
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Por meio do livro “Topicos Especiais em Genética ¢ Melhoramento 117
¢ possivel verificar que os autores conviveram, aprenderam, amadureceram e
fortaleceram lagos entre si e com diferentes parceiros e instituicdes. Todo este
contexto resulta na constru¢do de novas pontes e mostra que a educagdo € a base
da cidadania, da ciéncia, da tecnologia e da inovacao.

Com a satisfago de prefaciar este livro, um convite para conhecer o PPGGM,

desejo que todos tenham uma 6tima leitura.

Wellington Ronildo Clarindo
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Capitulo 01

ATIVIDADE BIOLOGICA DE OLEOS
ESSENCIAIS E EXTRATOS DE Psidium

Micheli Sossai Spadeto
Patricia Moreira Valente
Thammyres de Assis Alves

Milene Miranda Praga-Fontes
1. INTRODUCAO

As plantas sdo reservatorios de compostos com diversas fungdes, dentre elas
o tratamento de doengas (AKINBORO & BAKARE, 2007). Estudos mostram
que muitas substincias encontradas nas plantas sdo agentes antioxidantes,
hipoglicémicos e anticancerigenos (ABDEL-HAMEED et al., 2014; TLILI et
al., 2014). Além disso, as substancias quimicas liberadas por uma planta podem
apresentar potencial alelopatico afetando o crescimento e o desenvolvimento de
outras plantas que crescem nas imediagdes (RICE, 1984).

Dentre as diversas espécies vegetais em estudo, as do género Psidium (Psidium
spp.) sao de amplo interesse por apresentarem propriedades farmacolodgicas, sendo
utilizadas como anti-inflamatérios, antimicrobianos, analgésicos e antialérgicos.
O género Psidium apresenta aproximadamente 100 espécies (GOVAERTS et al.
2016) e sua distribuigdo nativa ¢ Neotropical, ocorrendo do sul do México até a
Argentina, incluindo as Ilhas do Caribe e dois arquipélagos no Pacifico (FRAZON
et al. 2009). O Brasil ¢ o centro de diversidade mais importante do género,
apresentando aproximadamente 60 espécies de Psidium (SOBRAL et al., 2016),
com espécies distribuidas desde 0 Amazonas até Rio Grande do Sul (LANDRUM,
2003).

A goiaba (P. guajava) produz frutos com elevado valor nutritivo e desde
1986 foi incluida na Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse do
Sistema Unico de Saude (RENISUS) o que confirma sua potencialidade como

planta medicinal devido a sua comprovagao fitoterapica (AMARAL et al., 2006;

14
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MINISTERIO DA SAUDE, 2009). Considerada um eficiente agente terapéutico.
P. guajava apresenta em sua composicdo mono e sesquiterpenos, além de
flavonoides, alcoois sesquiterpenoides, acidos triterpenoides e taninos (IHA et
al., 2008). Suas folhas podem ser utilizadas de maneira mais comum na forma
de extratos, infusdes ou ainda o 6leo essencial, que apresentam agao bactericida,
antimicrobiana (VUUREN et al., 2015), antimutagénica e anticarcinogénica
(TEIXEIRA et al., 2003). Além de P. guajava, outras espécies do género Psidium
vem sendo estudadas por apresentarem potencial biologico e acdo de interesse
medicinal.

Nesse sentido, se destaca também P, cattleianum Sabine (araga-doce, araga-
de-praia ou araga-de-coroa), nativa do Rio Grande do Sul e que apresenta grande
potencial para exploracdo econdmica (LORENZI, 2014). Além do consumo dos
frutos in natura, a espécie vem sendo utilizada com fins medicinais ja que suas
folhas apresentaram atividade antiproliferativa em células cancerigenas (MEDINA
et al. 2011) e antimicrobiana (JUN et al. 2011, MEDINA et al. 2011).

Para monitorar a bioatividade de extratos, 6leos essenciais e compostos
isolados de plantas e a identificagdo de substancias toxicas, bioensaios utilizando
espécies como organismos alvos sdo aplicados (NOLDIN et al. 2003). Os efeitos
provocados por substancias toxicas sdo analisados em testes de fitoxicidade e
citoxicidade, sendo o primeiro relacionado a germinacao e ao crescimento radicular
e aéreo de sementes cultivadas em contato com agentes toxicos (BENASSI, 2004).
Ja a citoxicidade ¢ avaliada a partir da observagao citologica da inibi¢o celular,
interrup¢do na metafase, indugdo de aberracdes cromossdmicas (numéricas e
estruturais) que vao desde a fragmentacdo cromossdmica a desorganizagdao do
fuso mitotico, podendo levar a deteccdo da presenca de agentes mutagénicos
(TEDESCO & LAUGHINGHOUSE, 2012).

Além do potencial fitotoxico das espécies de Psidium, sua atividade larvicida
em larvas do vetor Aedes aegypti L. também vem sendo estudada (LIMA et al.,
2011; MENDES, 2017). A cada ano aumentam os problemas de saude publica
causados por doencas transmitidas por mosquitos, como a malaria, dengue,
chikungunya, leishmaniose e febre amarela, tornando-se importante o controle
da propagacdo dessas espécies (WHO, 2014). Muitos fitoquimicos sdo testados

quanto a sua acao larvicida e repelente contra mosquitos, substituindo o uso

15
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convencional de produtos quimicos (PEREIRA et al., 2014).

Ainda, estudos vém avaliando a atividade biologica dos compostos quimicos
de espécies de Psidium no tratamento de doengas e sintomatologias relacionadas a
acdo de microorganismosoportunistas/patogénicos como protozoarios, bactérias,
fungos ou virus. Tais estudos visam comparar a atividade dos extratos e 6leos com
a acdo de antimicrobianos convencionais, demonstrando o potencial dessas plantas
na farmacologia (MORAIS-BRAGA et al., 2016).

Diante da relevancia econdmica e medicinal das espécies de Psidium o
presente capitulo tem por objetivo realizar uma revisao dos principais estudos
envolvendo as espécies P. guajava e P. cattleianum compilando dados acerca de
seus potenciais citotoxico, fitotdxico e mutagénico a fim de corroborar com futuros

estudos com as referidas espécies.

2. OLEO ESSENCIAL DE Psidium: COMPOSICAO QUIMICA E
ATIVIDADE BIOLOGICA

Os 6leos essenciais s3o misturas naturais contendo de 20 a 60 componentes
em diferentes concentragdes. Sao liquidos, volateis, lipossoluveis e soliveis
em solventes organicos com densidade, geralmente mais baixa que a da agua.
Sao metabolizados por plantas aromaticas como metabolitos secundarios e
caracterizados por um forte odor. Podem ser sintetizados por todos os 6rgaos
da planta e sdo armazenados em células secretoras, cavidades, canais, células
epidérmicas ou tricomas glandulares. Eles sdo caracterizados por dois ou trés
componentes principais em concentragdes maiores (20-70%) em comparagao
com outros componentes presentes. Geralmente, esses componentes principais
determinam as propriedades bioldgicas dos 6leos essenciais (CROTEAU et al.,
2000; BETTS, 2001; PICHERSKY et al., 2006). Na natureza, os 6leos essenciais
desempenham um papel importante na protec¢ao das plantas como antibacterianos,
antivirais, antifingicos, inseticidas e também evitando a ag¢do de herbivoros
(BAKKALI et al., 2008).

O perfil quimico dos derivados de 6leos essenciais difere no nimero de
moléculas extraidas e seus tipos estereoquimicos. O tipo de extragdo escolhida em
conjunto com o propdsito de utilizagdo pode influenciar na composi¢ao quimica. O
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produto de extragdo também pode variar em qualidade, quantidade e composicao
de acordo com o clima, composi¢do do solo, 6érgdo da planta, idade e estagio do
ciclo vegetativo em que se encontra no momento da coleta (MASOTTI et al., 2003;
ANGIONI et al., 2006).

Diferentes composi¢des de 6leo essencial podem ser encontradas quando
frutos e folhas sdo estudadas. El-ahmady et al., (2013) identificou quarenta e cinco
compostos representando 93,7% do 6leo de frutas de goiaba e quarenta e dois
compostos, representando 89,7% do 6leo das folhas. Os compostos dominantes
foram B-cariofileno (17,6%) e limoneno (11,0%) para o 6leo da fruta e -cariofileno
(16,9%) e selin-7 (11) -en-4a-ol (8,3%) para o 6leo das folhas.

O ¢6leo essencial de P. guajava apresenta variagdes de composi¢do quimica
de acordo com o local em que o material de analise foi obtido, o 6leo de folhas
colhidas em Monteverde-Costa Rica, por exemplo, foi isolado por hidrodestilagdo
e analisado por Cromatografia Gasosa acoplado a Espectometria de Massas (CG-
EM). Um total de 21 compostos foram identificados no dleo, representando 97% da
composigao total (COLE & SETZER, 2013). Ja a composig¢do do 6leo das folhas
de P. guajava cultivadas na Nigéria e analisado sob as mesmas circunstancias
apresentou quarenta e dois compostos, representando mais de 90% da mistura volatil
(OGUNWANDE et al., 2003). A localizagdo geografica, bem como disponibilidade
de dgua, temperatura e luminosidade representa um fator extrinseco as plantas de
goiaba, podendo exercer influéncia individual ou em conjunto no metabolismo
secundario responsavel pela sintese dos compostos, ocasionando uma variagao
significativa em seu perfil quimico (Tabela 1) (MORALIS, 2009).

Lima et al. (2010) buscou caracterizar ¢ comparar os teores dos oleos
essenciais das folhas das cultivares (cv.) domésticas de goiaba: Paluma, Pedro
Sato, Século XXI e de uma variedade silvestre de P. guajava coletadas em Lavras-
MG. O resultado mostrou que os trés 6leos essenciais analisados apresentaram
inimeras substincias em comum com a predominancia do 1,8-cineol (Grafico
1). Fatores intrinsecos como a variabilidade genética e a ontogenia estdo dentre
os fatores que podem determinar alteragdes na composi¢do quimica de 6leos
essenciais (MORALIS, 2009).

Lima et al. (2009) avaliaram os efeitos do 6leo essencial das folhas de
goiabeira cv. Pedro Sato, no comportamento das lagartas-do-cartucho Spodoptera
frugiperda em 1° instar. O resultado obtido demonstrou efeito repelente para a
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lagarta na concentragdo de 0,01% (Tabela 2). Bernardes et al., 2017 também
evidenciaram o efeito de repeléncia contra lagartas S. frugiperda nos 6leos
essenciais das cultivares Paluma e Cortibel VII, apesar de apresentarem diferencgas
em seus compostos majoritarios (Grafico 2).

O efeito antitumoral dos compostos isolados por Feng et al. (2015) foi avaliado
através do Ensaio MTT17 in vitro, onde se investigou a capacidade das substancias
em promover apoptose e inibir a proliferacdo de linhas celulares tumorais SGC-
7901 (cancer gastrico humano), A549 (carcinoma de pulmao humano) e HeLa
(cancer cervical humano). Comparado com o controle positivo adriamicina
(ADM), os compostos guavinosideo C (1) e guavinosideo F (10) apresentaram
elevado efeito inibitdrio e o composto quercetina (4) inibicdo moderada.

Joseph et al. (2010) encontrou resultados inibitorios satisfatorios testando
o0 0leo de P. guajava contra dez bactérias (Gram positivas ¢ Gram negativas) e
trés fungos. Além disso, o 6leo essencial foi testado contra células do Hel.a e as
alteragdes subcelulares foram avaliadas pelo ensaio de viabilidade da timidina. As
células tratadas com 6leo essencial apresentaramacao citotoxica com a degenerago
das organelas citoplasmaticas, reducgdo reflexiva, aumento do encolhimento das
linhas celulares HeLa e caracteristicas apoptoticas.

Com distribui¢do nativa Neotropical e grande diversidade o género Psidium
retine variados estudos de caracterizagao do perfil quimico (Tabela 3).

O ¢6leo essencial de P. myrsinites DC foi testado contra larvas de Aedes aegypti
L. (Diptera: Culicidae) e se mostrou efetivo. As larvas que foram submetidas ao
tratamento ficaram agitadas durante os primeiros 30 minutos de exposi¢do e em
seguida apresentaram movimentos anormais, incluindo tremores e convulsdes.
Antes de morrerem, sofreram paralisia movendo-se para o fundo dos recipientes
em que estavam contidas (DIAS et al., 2015).

Devido a complexidade do numero de componentes encontrados nos 6leos
essenciais, pode ndo ser determinado com precisdo qual (is) componente (s) é
responsavel pela atividade biologica evidenciada na literatura. Entretanto, estudos
com alguns componentes isolados podem ser desenvolvidos para verificar a
eficacia da atividade, ou ainda, pode ser sugerido que determinados componentes
apresentem efeito biologico sinérgico (BERNARDES et al., 2017).
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Tabela 1. Composic¢ao quimica percentual do 6leo essencial de Psidium guajava

coletadas em diferentes localidades

Local Perfil quimico Referéncia
(2E) -hexenal (28,4%), benzaldeido (8,2%), 1,8-cineol COLE &
Monte Verde .
(15,9%), globulol (10,3%) e nerolidol (6,9%) SETZER, (2013)
s . . OGUNWANDE,
Nigéria limoneno (42,1%) e B-cariofileno (21,3%)
(2003).
) CRAVEIRO et al.
Ceara . .
. a-terpineol, trans- cariofileno, humuleno e a- partool  (1891); SANTOS
Brasil (BR)
etal., 1998
a-terpineol (0,9%), 1,8-cineol (7,0%), B-cariofileno LIMA et al.
Lavras - BR . .
(7,2%) e o 6xido de cariofileno (13,8%) (2009)
a- pineno (23,9%), 1,8 cineol (21,4%) e B- bisabolol SILVA et
Para - BR
(9,2%) al. (2003)
guavinosideo C, guavinoside D, guavinosideo E,
quercetina, quercetina-3-O-a-l-arabinofuranoside,
. . . . . FENG et al.
China quercetina-3-O-a-l-arabinopyranoside, quercetina- (2015)
3-0O-B-d—galactopyranoside, guavinoside Um,
guavinoside B, guavinosideo F.
[-cariofileno (12,1%), 6xido de cariofileno (15,9%) e BERNARDES et
Alegre-BR .
selin-11-en-4-0-o0l (10,3%) al. (2017)
45 -
40 -
35
30 1 ® 1-8-cineol
25 1 H g-terpineol
20 + = trans-carifileno
15 A ® selin-11-en-4-a-ol
10 - m oxido de cariofileno
5 -
o -4
Cultivar Cultivar Pedro Cultivar Século  Variedade
Paluma Sato XXI Silvestre

Grifico 1. Composicao quimica do 6leo essencial de diferentes cultivares de Pisi-

dium guajava e de uma variedade silvestre. Valores em porcentagem (%). Fonte:
Lima et al. (2010).
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Tabela 2. Numero médio (desvio padrao) de lagartas Spodopterafiugiperda sobre

seccdes de folhas de milho tratadas com o 6leo essencial de goiabeira

Tratamento Numero de lagartas*
24h 48h 72h
Oleo essencial a 0,01% 1,5£0,5 b 1,0£0,4 ¢ 1,1£0,3 ¢
Oleo essencial a 0,001% 3,7+0,7 ab 2,6+0,8 be 2,6+0,7 be
Etanol/agua (testemunha) 3,8+0,6 ab 5,9+0,1 ab 6,0+£0,6 a
Agua (testemunha) 5,8+0,4 a 6,5t1,0a 4,7+0,7 ab
CV (%) 56 74 60

Fonte: Lima et al. (2017).

Tabela 3. Composi¢do quimica percentual do 6leo essencial de diferentes espécies

do género Psidium

Espécie Perfil quimico Referéncia
) a-copaeno (22%), eucaliptol (15%), SCUR et al.,
P, cattleianum . .
d-cadineno (9,63%) e a-selineno (6,5%). 2016
epi-a-muurolol (21,9%), a-cadinol (20%),
. . . ) PINO et al.,
P. cattleianum epi-a-cadinol (16,7%) e 6xido de cariofileno 5011
(13,6%).
. PINO et al.,
P. parvifolium viridiflorol (31,9%).
2011
. oxido de cariofileno (10,09%), §-cariofileno DIAS et al.,
P. myrsinites
(26,05%) e a-humuleno (23,92). 2015
terpinen-4-ol (47,72%), vy-terpineno
(11,58%), o-terpineno (6,70%), limoneno
(5,20%), a-pineno (4,49%), 1,8-cineole YANEZ et
P. caudatum ) .
(eucaliptol) (3,95 %), a-terpineol (3,05%), al., 2002
B-terpineno (2,89%), B-pineno (2,66%),
p-cimeno (2,22%) e a-terpinoleno (2,22%)
o ) B-cariofileno (36,82 £ 19,44%) e a-pineno TUCKER et al.,
P. friedrichsthalianum
(10,61 = 13,70%). 1995
) B-bisaboleno (13,18 + 2,00%) e a-pineno TUCKER et al.,
P. guineense
(12,85 + 5,42%). 1995
a-pinene (16,66 + 1,05%), B-cariofileno
) TUCKER et al.,
P. sartorianum (12,35 £ 2,82%) e o-fellandrene (9,81 + 1995

1,13%).
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Paluma Cortibel VII

Grafico 2. Compostos majoritarios encontrados nos o6leos essenciais de
Psidiumguajava cultivar Paluma e cultivar Cortibel VII. Valores em porcentagem
(%). Fonte: Bernardes et al. (2017).

3. ATIVIDADE BIOLOGICA DE EXTRATOS AQUOSOS E
ETANOLICOS DE Psidium EM DIFERENTES ORGANISMOS

Estudos etnobioldgicos com diferentes espécies de Psidium vem sendo
desenvolvidos visando testar componentes que podem ser utilizados como
alternativas naturais de remédios ou nutracéuticos contra varios tipos de doencas.
Entretanto, a parte utilizada, a indicacdo e forma de uso podem variar de acordo
com o contexto cultural.

As folhas sdo comumente usadas para preparar infusdes ou decoc¢des e estes
chéas medicinais s3o usados para controlar diabetes, disturbios gastrointestinais e
inflamatorios, dores de garganta, problemas vaginais, reumatismo e dor, doengas
respiratorias ¢ doengas causadas por microorganismos (DAKAPPA-SHRUTHI
et al., 2013; PICKING et al., 2015). Tanto o caule, como as folhas e as raizes sao
utilizadas na producao de pomadas e pastas para tratar feridas, ulceras e infecgoes
de pele (DAKAPPA-SHRUTHI et al., 2013; KUKREJA e DODWAD, 2012).
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3.1. Atividade bioldgica de infusdes e extratos aquosos de Psidium

Os extratos aquosos de Psidiumvem sendo utilizados em testes com
diferentes organismos. Fenneret al. (2006) realizaram uma pesquisa com o
objetivo de encontrar plantas utilizadas no tratamento de sintomas relacionados a
infec¢des fungicas no Nordeste do Brasil. Os autores indicaram que P. guajava é
uma das plantas que apresentam potencial antifingico, ja que vem sendo utilizada
no tratamento de sintomas como leucorreia, aftas, ulceras, irritagdo vaginal e
problemas de pele, através da preparacdo de cataplasmas, decocgdes e infusdes,
utilizando diferentes partes da planta, como frutas, casca, flores e folhas (FENNER
etal. ., 2006; GUTIERREZ et al., 2008).

Nesse sentido, Suwanmaneeet al. (2014) testaram o efeito do extrato
aquoso de P. guajava (folha) contra fungos que sdo clinicamente importantes
para humanos e animais. Estes fungos foram categorizados em trés grupos:
leveduras (C. albicans e Saccharomyces cerevisiae), dermatofitos (Trichophyton
mentagrophytes, T. rubrum, T. tonsurans, Epidermophyton floccosum, M. canis
e M. gypseum) e fungos filamentosos (4Aspergillus niger e Penicillium spp). O
extrato aquoso apresentou atividade contra todas as cepas, com concentracio
inibitéria minima (CIM) entre 2,67 ¢ 16 mg/mL e zonas de inibi¢do variando de 7
a 15 mm. O fluconazol (1 mg/mL) demonstrou uma CIM variando entre 2-> 128
pg/mL e zonas de inibi¢cdo variando entre 2 e 17 mm. Contra 4. niger, o extrato
de P. guajava demonstrou melhor efeito que o fluconazol (com zonas de inibigao
variando entre 9 ¢ 11 mm e entre 2 e 3 mm, respectivamente).

A citotoxicidade da infusdo aquosa com 100 g de folhas de P. guajava foi
testada também em macrofagos peritoneais de camundongos. Este ensaio utilizou
células imunologicas, como macrofagos, para métodos de citotoxicidade in vitro.
Trés diferentes controles foram utilizados nos ensaios: um controle negativo
sem tratamento; um controle usando o cha ndo armazenado e outro usando o cha
sob armazenamento. A infusdo preparada recentemente apresentou um indice de
letalidade inicial de 10%, que aumentou para 31,82% (4°C, 48 h) e 76,18% apos 48
h, dentro de 60 minutos de exposicdo, revelando que as infusdes nestas condigdes
de tempo apresentam um efeito imunotoxico. Segundo os autores, este efeito se da

pela presenca de compostos oxidados no cha devido a produgdo de radicais livres
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a partir de substancias aromaticas (ALMEIDA et al., 2006).

Chanda e Kaneria (2011) investigaram o potencial de atividade microbiana
de plantas nutracéuticas. P. guajava foi uma dessas plantas e foi avaliada contra 10
espécies de bactérias patogénicas, incluindo S. aureus e K. pneumoniae. Diferentes
tipos de extratos obtidos de folhas (éter de petroleo, tolueno, acetato de etila,
acetona e agua) foram avaliados e apresentaram efeito antibacteriano no ensaio in
vitro. A atividade microbiana foi avaliada na concentracdo de 2 mg/L e P. guajava
destacou-se como a espécie com melhor atividade antimicrobiana entre as plantas
avaliadas com zonas de inibi¢ao entre 7 ¢ 25 mm. O efeito antibacteriano de todos
os extratos foi avaliado contra cepas Gram positivas e Gram negativas, sendo o
melhor efeito observado quando o extrato aquoso foi testado contra bactérias Gram
negativas.

Um dos principais usos de P. guajava na medicina popular estd no tratamento
da diarréia e distrbios gastrintestinais (CECILIO et al., 2012). Birdiet al. (2011)
demonstraram uma atividade anti-rotaviral utilizando a decocg¢ao de folhas secas
de P. guajava. Células da linhagem MA-104 foram infectadas com o rotavirus
simio SA-11, que causa a morte celular. O extrato aquoso reduziu a morte das
linhagens celulares nas concentra¢des de 5% (1,35 = 0,063 mg / mL) e 10% (2,7
+ 0,125 mg / mL), demonstrando que o cha das folhas de goiaba tem efeito contra
esses virus.

Rajendranet al. (2014) realizaram testes in vivo utilizando extratos aquosos
de folhas de P. guajava frescas e frutos verdes contra a cepa de Plasmodiumberghei
resistente a cloroquina NK65. Doses foram administradas por via oral em ratos
infectados por 7 dias. Observou-se que a presenca do parasita reduziu a medida
que a concentracdo dos extratos aumentou, com percentual de supressao de
85,8% (folha) e 62,0% (frutos), quando ambos os extratos foram utilizados na
concentrac¢ao de 1000 mg/kg.

Ja no que diz respeito a testes com bioensaios vegetais, Chapla e Campos
(2010) testaram a acdo do extrato aquoso preparado a partir de folhas de P. guajava
nas concentracoes de 20, 10 e 5% em bioensaios com L. sativa a fim de avaliar o
potencial alelopatico da espécie. Apds os testes a analise estatistica demonstrou
que o extrato na concentracao de 20% afetou a germinagao e desenvolvimento de

L. sativa.
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De maneira semelhante, Luberet al. (2014) investigaram a agdo fitotoxica,
citotoxica e genotoxica de trés variedades de P. guajava (Paluma, Pedro Sato
e Roxa) no bioensaio L. sativa. Os extratos foliares foram testados em cinco
concentragdes (2,5; 5,0; 10,0; 20,0 e 40,0 g/L. Apds as avaliagdes macroscopicas
e microscopicas observou-se que a germinagdo de sementes e o crescimento das
raizes diminuiram com o aumento da concentracdo das infusdes em todas as
cultivares e 0 mesmo ocorreu para as altera¢des no ciclo celular. Dessa forma, os
autores concluiram que a goiabeira ndo deve ser usada na medicina popular de
maneira indiscriminada.

No mesmo sentido, Histeret al. (2015) testaram a atividadealelopatica do
extrato aquoso de folhas de dois acessos P. cattleianum (Tupanciretd-TU e Silveira
Martins-SM), por meio de decoccdo nas concentragdes de 15 e 75 g/L.. Apos os
testes com L. sativa, os resultados mostraram que o extrato do acesso TU diminuiu
significativamente a germinagdo das sementes nas duas concentragdes e inibiu a
divisdo celular na concentragdo de 75 g/L.

Da mesma forma, extratos de folhas de P. guajava secos, verdes e marrons
foram utilizados para investigar o potencial alelopatico de P. guajava na germinagao
e crescimento de sementes de Cassia occidentalis. Os extratos foram feitos nas
concentragdes de 20%, 10% e 5%, sendo que a inibicdo da germinagdo e do

crescimento foi maior nas concentracoes mais elevadas (KAWAWAet al., 2016).

3.2. Atividade dos extratos etanolicos e metanolicos de Psidium

Gawadet al. (2015) investigaram o potencial in vitro de extratos de casca de
P. guajavabuscando avaliar se a planta exerce algum efeito sobre o protozoario
Leishmania donovani. Os autores utilizaram o extrato etanolico de folhas de P,
guajava (80 pg/mL) e verificaram que o extrato exerce 90,3% de inibi¢ao contra
as formas promastigotas de Leishmania donovani, que parasita os hospedeiros
mamiferos, incluindo os humanos. A anfotericina B foi utilizada como droga
padrao, demonstrando uma inibigdo de 98,7%.

Um teste in vivo utilizando ratos Wistar albinos machos e fémeas foi
conduzido para investigar o potencial antiamoebico de P. guajava. Os resultados

mostraram que o extrato metandlico (80%) das folhas frescas utilizadas na

24



PPGGM

concentracdo de 400 mg/kg de peso corporal € tdo eficaz na redug¢do do nimero
de parasitas (E. histolytica) quanto o medicamento de referéncia (metronidazol)
utilizado na concentragao de 125 mg / kg (INYANG-ETOH &OHANU, 2015).

Ja Madduluriet al. (2013) testou extratos etandlicos e metanolicos de P,
guajava (100 pg/mL) em E. coli, K. pneumoniae S. aureusque podem ser os
agentes causadores de gastroenterites e infecgdes urinarias, pneumonia e infec¢des
de feridas, respectivamente. Os extratos etanolicos e metanolicos demonstraram
zonas de inibicdo variando entre 11 ¢ 15 mm ¢ entre 9,2 ¢ 10,2 mm. A zona de
inibi¢do observada com a ciprofloxacina (10 pg/mL) variou entre 17 ¢ 23 mm.
O melhor efeito dos extratos foi observado contra o S. aureus, com as CIMs do
extrato maiores do que as observadas com a ciprofloxacina.

Um estudo preliminar foi realizado por Ifeanyichukwuet al. (2015), que
utilizaram extratos etanolicos e metanolicos das folhas e casca de P. guajava.
Seus resultados mostraram que esses extratos (100 mg/mL) inibiram o crescimento
das bactérias S. aureus, K. pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, E. coli e S.
pneumoniae com zonas de inibi¢do evidenciadas por meio do teste de difusdo
em disco. Para os extratos metanolicos e etanolicos das folhas a zona de inibigao
variou de 13 a 22 mm, enquanto que para os extratos da casca a variacao foi de 13
a 20 mm. O cloranfenicol (10 mg) foi o farmaco padrio utilizado neste trabalho
com zona de inibi¢do variando entre 18 e 28 mm. Os extratos foram mais eficazes

que o cloranfenicol contra as linhagens de E. coli e P. aeruginosa.
4. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

As plantas sdo fontes de grande parte dos compostos utilizados para a
fabricag@o de farmacos. As espécies do género Psidium vem sendo amplamente
estudadas a utilizadas na medicina popular e na farmacologia e os bioensaios
com vegetais, insetos e microorganismos sdo ferramentas rapidas e eficazes na
determinacdo do potencial fitotoxico, citogenotoxico e mutagénico, direcionando
assim as pesquisas aplicadas. Como perspectivas futuras observamos a necessidade
de isolar os compostos de interesse das espécies em estudo para que as pesquisas
sejam direcionadas sobre a agdo dos mesmos, tendo em vista que a maior parte dos

estudos sao voltados para a aplicacdo dos 6leos, infusdes e extratos.
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Capitulo 02

ESTUDOS EPIGENETICOS SOBRE METILACAO
DO DNA VEGETAL POR CLAE

Luziane Brandao Alves

Ana Beatriz Rocha de Jesus Passos
1. INTRODUCAO

O curso de vida dos diferentes organismos ¢ marcado por alteragdes que
ocorrem por meio de fatores que podem interferir em aspectos positivos ou
negativos considerando as caracteristicas genotipicas e fenotipicas.

Fatores bidticos, compostos pelos seres vivos que participam das relagdes
ecoldgicas no ecossistema, e os fatores abidticos, marcado pela agdo de componentes
fisicos e quimicos, apresentam importante papel durante o desenvolvimento dos
organismos eucariotos. Estes resultam em possiveis mecanismos que propiciam
manifestacdes caracteristicas provenientes da expressao génica, sem interferir na
sequéncia de bases da molécula de DNA. Tal mecanismo ¢ atribuido a chamada
epigenética.

O termo epigenética proposto pela primeira vez em 1942 pelo pesquisador
Conrad Hal Waddington caracteriza-se pelo chamado “acima do genoma”. Sdo
mudancas que se sobrepdem a molécula de DNA podendo ser herdadas através das
atividades génicas associadas. A sua ocorréncia ¢ resultado da acdo de diferentes
enzimas, e essas respostas epigenéticas possuem forte influéncia do meio ambiente
e dessa forma podem desencadear diferentes formas fenotipicas para um mesmo
genotipo (MASUELLI & MARFIL, 2011; VELASQUEZ, 2015). Considerando
0s organismos vegetais, as mudangas que ocorrem durante o desenvolvimento em
plantas podem desencadear a expressao diferenciada de alelos em espécies que
apresentam similaridades genéticas (BANERJEE & ROYCHOUDHURY, 2017).

Quando se remete a expressdo de mecanismos epigenéticos, isso esta
relacionado ao processo transcricional do material genético podendo ocorrer ao

longo da sua sequéncia ou nas regides promotoras sem alterar em nenhum momento
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as bases que compdem a estrutura da molécula de DNA. Diante do exposto, este
capitulo visa discutir o conceito sobre epigenética e como caracteriza-se o evento
de metilacdo do DNA, um dos mecanismos mais discutidos, e apresentar uma
metodologia utilizando analise cromatografica para o estudo de metilagdo em

organismos vegetais.
2. AEPIGENETICA NOS ORGANISMOS EUCARIOTOS

As alteracdes decorrentes da epigenética resultam no controle de genes e
consequentemente na sua expressdo ¢ da mudanga na modelagdo da cromatina
(SANTAMARIA et al., 2011). Os estudos sobre epigenética em vegetais, por
exemplo, possibilitam saber como ocorre a regula¢do de determinado gene em sua
disposicio ao longo do genoma (HASBUN et al., 2016), fornecendo subsidios para
compreender a variagdo ocorrente no fenotipo de populagdes naturais ao longo
de geragdes e que ndo podem ser explicadas ou compreendidas simplesmente a
nivel da sequéncia de DNA. Além disso, permite a obtengdo de informagdes sobre
fatores que possibilitam respostas do organismo ao meio ambiente (BOSSDORF
et al., 2008).

Estudos mais detalhados sobre os mecanismos epigenéticos existentes e
como eles atuam na fisiologia da planta e em seu metabolismo permitem conhecer
efeitos subentendidos, entre eles os efeitos associados a dindmica da floragao,
reprodugdo e sobrevivéncia das mais variadas espécies vegetais existentes
(CAMPOS-VIVERO et al., 2017).

As alteracdes epigenéticas podem agir de trés formas, ativando, reduzindo
ou impedindo a a¢do de determinados genes, podendo dessa forma levar a ativagdo
daquele que se encontrava sem atividade ou propiciar a inativagao de algum com
grande relevancia ou como consequéncia torné-lo menos expresso (RODRIGUEZ
et al., 2012).

Os estudos dessas caracteristicas genéticas e fenotipicas associadas a esse
evento tém sido fonte de intensas discussdes para compreender como desencadeia
tais efeitos e como os organismos podem se comportar diante deles. Para isso, nos
ultimos anos, diferentes eventos epigenéticos tém sido estudados e caracterizados

em organismos tanto animais quanto vegetais a fim de entender ainda mais do que
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se trata a epigenética, em qual momento ele pode se fazer presente nos organismos
e quais as consequéncias estdo sendo advindas.

Quando se remete a eventos epigenéticos eles podem atuar tanto a nivel de
DNA quanto a nivel das histonas, resultando na descri¢ao de diferentes mecanismos

trazidos na literatura, como exposto na figura 1.

Remodelagao
Nucleossomal

Acetilagao

/ Metilagao

Metilaga@o iquitinaci
Hidroximetilaci — Metilagao do Modificagao <I‘J:1ql;m-1:a¢i*0
idroximetilagdo === DN dis Histonas \ osforilagao
Biotinilagao

Looping de RNAs ndo

cromatina codificantes

Figura 1. Mecanismos epigenéticos associados a regulacdo génica, associado a
molécula do DNA e as histonas. Adaptado de Vidaki et al., 2013.

A metilagdo do DNA ¢ um dos mecanismos epigenéticos que tem apresentado
uma aten¢do maior e esta relacionado a uma gama de estudos. Este mecanismo
consiste na adi¢do de um grupamento metil na posi¢do cinco da estrutura da
base citosina (Figura 2). Diferentes bases podem sofrer metilacdo como, por
exemplo, a N6-metiladenina, C5-metilcitosina e a N4-metilcitosina. Entretanto,
a C5-metilcitosina ¢ a forma de maior ocorréncia nos organismos eucarioticos
(ELHAMAMSY, 2016).

As enzimas responsaveis pela metilagdo do DNA sdo as chamadas DNA
metiltranferases (DNMTs) que atuam de duas formas: metilases de manutencao e
de novo. As DNMT 1 estdo envolvidas na metilagao de fitas do DNA hemimetiladas

—metilases de manutencao. A ocorréncia da metilagdo de novo se da pelas enzimas
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DNMT2, DNMT3A e DNMT3B. As enzimas desmetilases sdo responsaveis pela
desmetilacdo do DNA.

NH, NH,
CH HaC
\ 3 3
,L l

Citosina 5 — Metilcitosina

Figura 2. Estrutura da citosina apds a a¢do de enzimas DNA metiltranferases.

O processo de metilagdo é considerado a principal modificacao presente nos
organismos eucariotos e as mudangas decorrentes envolvem a regulagdo génica e os
mecanismos de transcri¢do. A ocorréncia da metilagdo atua sobre o silenciamento
do gene durante o processo de transcricdo da molécula de DNA (SHA et al., 2005),
entretanto nao € um processo estatico e durante a vida do individuo sofre intensas
alteragdes (RODRIGUEZ et al., 2012).

A metilagdo do DNA ocorre principalmente nas regides centroméricas e
pericentrométricas dos cromossomos relacionadas a expressao génica (ASENSI-
FABADO et al., 2016), provocando uma mudanc¢a na conformac¢ao da cromatina
no nivel de compartimentalizagao, fazendo com que ela fique bloqueada.

As ilhas CpG sdo sequéncias de nucleotideos com alta quantidade de citosina
e guanina, com comprimento superior a 500 pb e conhecidas pela ocorréncia
do fendmeno de metilagdo nas regides promotoras dos genes. As enzimas que
atuam nos contextos CpG sdo as chamadas DNA metiltransferase-1 (MET 1).
Ja as enzimas atuantes nos locais CpHpG sdo denominadas de cromometilase-3
ou CMT 3 (PANDEY et al., 2016). A base H corresponde a trés das quatro bases
existentes: adenina, timina ou citosina. A metilagao nos diferentes contextos
costuma se manter durante a etapa de replicagdo do DNA e sdo utilizados para
reestabelecer a metilagdo na fita de DNA recém sintetizada.

Em regides de eucromatina e heterocromatina, a metilagdo atua na molécula
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do DNA a sua forma de expressao, levando ao silenciamento ou ativagdo dos genes
presentes naquela regido (ELHAMAMSY, 2016). Portanto sequéncias de DNA
que sdo marcadas por uma alta concentracao de metilagdo ndo proporcionam a
expressao de genes (VELASQUEZ, 2015) (Figura 3).

Ativacdo da
Expressdo Génica

m- Local de ndo metilagdo

? das ilhas CpG
Inativagdo da ’ Local de metilagio
Expressdo Génica das ilhas CpG

ITlha CpG Gene

Figura 3. Fragmento de um gene contendo uma ilha CPG. Sem a adi¢ao do grupo
metil a transcri¢do do gene ocorre naturalmente. Com a inser¢ao da grupo metil,
0 gene que até o momento estava em grande atividade ndo consegue exercer a
atividade devido a metilagdo do DNA. Modificado de Vidaski, et al., 2013.

A inserc¢ao do grupo metil no DNA resulta em modifica¢des na expressao dos
genes presentes em uma determinada regido, podendo ser herdados nas geragoes
futuras independente do alelo sofrer algum tipo de cruzamento (ASENSI-FABADO
et al., 2016). Essas modifica¢des nos alelos que sdo expressos ou que tiveram
alteragdes decorrentes dos eventos epigenéticos sao conhecidos por epialelos
(VELASQUEZ, 2015). A caracteristica passada as células filhas ¢ denominada de
epigenodtipo (COSTA & PACHECO, 2012) a qual passa a fazer parte do epigenoma
(BANERJEE & ROYCHOUDHURY, 2017).

Pesquisas tem apresentado que a ocorréncia de metilagdo em vegetais esta
associada a fisiologia da planta e as mudangas sdo desencadeadas por fatores
ambientais e bidticos (MASTAN ET AL., 2012; YUN-LEI ET AL., 2010;
SANTOS, 2012; LAMKE & BAURLE, 2017; BAULCOMBE & DEAN, 2018).
Por isso é importante o seu estudo em um conjunto de plantas inseridas sob
diferentes condic¢des experimentais (ELHAMAMSY, 2016).
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A identificagdo e caracterizagao de mecanismos epigenéticos constituem um
importante avango no ambito da biologia molecular, podendo contribuir para a
compreensao de fatores que estdo associados a regulacdo da expressdo génica,
além de fornecer subsidios para que possa ser compreendido aspectos evolutivos
e associar a enfoques, como a capacidade de adaptacdo, mudancas fenotipicas
associado a aspectos morfoldgicos ou fisiologicos frente ao ambiente e apresentar
individuos com grandes potenciais na selecdo de caracteres de interesse (INGLIS
etal., 2016).

3. METODOLOGIA DO ESTUDO DE METILACAO NO DNA EM
PLANTAS

A manifestagdo de caracteres podem desencadear alteragdes nos diferentes
organismos. Durante muito tempo esse conjunto de caracteres apresentados foi
incumbido apenas a fatores e/ou heranca genética. Isso ainda ¢ valido e muito
importante no estudo de muitas patologias, por exemplo, entretanto um novo
questionamento se fez presente: Sera que apenas fatores genéticos sdo responsaveis
por todas as mudangas nos seres vivos, considerando o curso evolutivo de variados
fenomenos? Serd que as mudangas ambientais podem estar associadas a esses
caracteres?

Dessa forma, mediante muitos outros pontos levantados, foi feita uma
abordagem inicial sobre epigenética e consequentemente sobre metodologias
que pudessem aprimorar ainda mais o estudo. Pesquisas tém sido realizadas
apresentando os niveis de metilagao no contexto CG em diferentes tecidos vegetais
(Tabela 01).

A epigenética constitui modificagdes moleculares que interferem no acesso
dos eventos de transcri¢cdo da cromatina, ¢ dessa forma induz desde a modelagado
a expressao génica (INGLIS et al., 2016). Os estudos relacionados a epigenética
tem propiciado o desenvolvimento de metodologias que identificam regides que
sdao metiladas ao longo de todo o desenvolvimento de vida do organismo. Nesse
intuito, diferentes metodologias tém sido desenvolvidas para analises de fatores
epigenéticos presentes em individuos eucariotos, e tomando como ponto de analise

o mecanismo de metilagdo do DNA pode-se destacar a Cromatografia Liquida em
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Alta Eficiéncia (CLAE) (Figura. 4).

Tabela 1. Variagdo nas porcentagens de metilacao em diferentes espécies e tecidos

de plantas
% aproximada
Espécie Tecido de metilagdo no Autor, ano
contexto CG
Gossypium hirsutum L Cotilédone 12% YUN-LEI et al. 2010
Meristema BAURENS et al,
Acacia mangium ) 21%
apical 2004
Zea mays Semente 80% LU etal, 2015
Manihot esculenta Crantz Folha 58% WANG et al. 2015
Arabidopsis thaliana Folha 24% COKUS et al, 2008
. MACHCZYNSKA et
Triticosecale rimpaui Wittm Folha 24% L 2014
al.,

Figura 4. Equipamento de Cromatografia Liquida em Alta Eficiéncia

A analise realizada por meio da CLAE possibilita um resultado rapido
relacionado a ocorréncia de metilacdo no conjunto génico, ou seja, uma analise
ampla e geral do grupo quimico metil presente na base citosina no DNA. Com

isso, a partir dos resultados apresentados ela propicia subsidios para a utilizag@o
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de outras metodologias que visam a analise quanto ao nivel de metilagdo do DNA
em sequéncias especificas dispostas no genoma.

Por ser um tipo de cromatografia, a CLAE consegue fazer a separagdo de
compostos e determinar a quantidade de metilacdo, de citosina metilada presente
na molécula de DNA, sendo esta detectada por luz ultravioleta (CHEN, 2013). O
DNA a ser utilizado na CLAE deve sofrer uma hidrolise quimica inicial da cadeia
para a formacdo de desoxinucleosideos presentes no genoma do organismo para
posterior quantificagdo do composto em analise.

A quantificacdo do DNA gendmico ocorre relacionando a absorbancia dos
compostos — citosina e 5-metilcitosina com padrdes externos de concentragio
conhecida (RODRIGUEZ et al., 2012; FRAGA & ESTELLER, 2002). Dessa
forma ¢ possivel saber quanto de citosina metilada encontra-se no genoma de
determinado individuo.

Uma das metodologias existentes de andlise da citosina metilada e ndo
metilada por CLAE consiste, primeiramente, na obtengdo de cerca de 30 pg de
DNA extraido das folhas no qual ¢ adicionado agua para perfazer um total de
100 pL de solugdo. A hidrélise dcida do DNA obtido ¢ realizada adicionando 50
puL de acido perclorico 70% (v/v) com aquecimento a 100 °C em banho-maria
por 60 minutos. Posteriormente, o pH ¢ ajustado (3 — 5) e o sistema centrifugado
a 12000 rpm por 10 minutos (Chen et al., 2013). O sobrenadante ¢ filtrado em
membrana PTFE 0,22 pum para ser analisado por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) (Figura 5).

A analise cromatografica ¢ realizada utilizando um sistema de cromatografia
liquida de alta eficiéncia, utilizando um detector de arranjo de fotodiodo, coluna
de fase reversa C18 (250 mm x 4,6 mm d. i., 5 pm de tamanho de particula).
A fase movel opera em forma isocratica e ¢ constituida de solugdo aquosa de
KH,PO, 50 mmol L' com pH 5,8 e fluxo de 0,5 mL min". O comprimento de
onda utilizado ¢ de 285 nm (Chen et al., 2013). Os tempos de retengdo (tR) da
Citosina e 5-metilcitosina, ou seja, os sinais referentes a estes compostos (picos)
sdo detectados em torno de 5,5 minutos e 8,8 minutos de tempo de analise,

respectivamente, e sdo apresentados em um cromatograma (Figura 6).
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Figura 5. Esquema da metodologia para o estudo de metilagdo em plantas por
CLAE
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Figura 6. Cromatograma de CLAE para os padroes de Citosina e 5-metilcitosina.
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A quantificacdo da citosina e da 5-metilcitosina ocorre relacionando a
absorbancia dos compostos com padrdes externos de concentracdo conhecida
(RODRIGUEZ et al., 2012; FRAGA & ESTELLER, 2002). Para isso sdo
preparadas solug¢des padrio estoque de cada nucleosideo e estas sdo diluidas
para obter-se diferentes concentragdes crescentes. Estas solugdes diluidas sdo
analisadas pelo sistema cromatografico e ¢ construida uma curva de calibragdo de
resposta do equipamento (Area do pico) versus concentragdo (Figura 7). A partir
da curva obtida pelos padrdes diluidos, determinam-se as concentragdes de cada

composto em cada amostra.

800000 -

700000 - v=14603x - 3904.1
600000 - R*=0,9999

500000

=~ 400000

(Area)

300000
200000

Resposta do Equipamento

100000

0 : : — : ; \
0 10 20 30 40 50 60

Concentracio (ug L)
Figura 7. Curva de calibragao — Area do pico x Concentracao
Para saber quanto de citosina metilada encontra-se no genoma de determinado

individuo ¢ realizado o calculo da porcentagem de 5-metilcitosina no DNA de

acordo com a equagao:

5—mC

onde 5 — mC ¢ a concentrag@o de 5-metilcitosina e C € a concentragdo de citosina.
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O nivel de metilacdo obtido apos a analise reflete em especial nas mudangas
ambientais que atuam diretamente no desenvolvimento das plantas e dessa forma
incidem na produgdo, aparecimento de doencas e na qualidade. Tais mudangas,
sdo marcadas por fatores abioticos como atuagdo de patogenos e plantas
competidoras e por fatores bidticos associados as relagdes no meio ambiente, a
exemplo da luz, temperatura, ocorréncia de chuva e acdo de gases que compdem
o0 ecossistema. Ambos os fatores incidem na manifestagdo da metilagdo do DNA
e por isso esse mecanismo ¢ resultado de interferéncias ambientais que ocorrem
em um determinado momento sob condigdes de estresses e resultam por intervir
no processo de transcricdo aumentando ou diminuindo a manifestagdo de genes

essenciais as fases de desenvolvimento dos organismos vegetais.

4. ESTUDOS SOBREAMETILACAO NO DNAAPARTIR DAANALISE
POR CLAE

Os estudos relacionados aos mecanismos epigenéticos, em especial a
metilacdo do DNA, tem tido avango significativo com o aprimoramento das
metodologias. Os objetivos associados a esses estudos possibilitam entender
como ocorre o desenvolvimento dos organismos € 0 seu comportamento a partir
da interacdo dos fatores bioticos e abioticos.

Recentemente, diferentes estudos foram publicados visando uma investigacao
da ocorréncia da metilagdo do DNA sob varios tecidos em organismos vegetais a

partir da sua analise por meio da utilizacdo da CLAE (Tabela 02).
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5. CONCLUSAO

A importancia dos estudos sobre os mecanismos epigenéticos do DNA com
uma consolidagdo maior nas ultimas décadas tem possibilitado compreender
diversas questdes que eram atribuidas unicamente a fatores genéticos. A metilagao
do DNA como o mecanismo que tem tido um destaque maior, demonstra que as
interferéncias ambientais podem desencadear mudangas e essas serem refletidas
nos caracteres fenotipicos, perpassando ao longo das geragdes.

A metodologia por meio da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
¢ uma das técnicas utilizadas nos estudos epigenéticos e possibilita uma analise
a nivel global do DNA permitindo saber quanto de citosina, umas das bases
que compde a molécula de DNA, apresenta-se metilada no genoma da espécie
em estudo. Essa metilacdo pode desencadear a ativagdo ou supressdo de genes
importantes e afetar todo o curso de vida. Esses resultados associados aos objetivos
elencados na pesquisa possibilitam pressupor o antes e o depois do individuo e

como a sua geragao posterior podem se manter frente a esses mecanismos.
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Capitulo 03

FILOGEOGRAFIA MOLECULARE O
MELHORAENTO GENETICO DE PLANTAS

Pedro Henrique Dias dos Santos

Beatriz Murizini Carvalho
1. FILOGEOGRAFIA MOLECULAR

A filogeografia pode ser definida como uma ciéncia onde o objetivo ¢ elucidar
0s principios e processos que governam as distribuicdes geograficas de linhagens
genealogicas, especialmente aquelas dentro e entre espécies muito proximas entre
si (Avise, 2000). Esta ciéncia constitui a genealogia de populagdo e genes, que
revelam como o padrio da distribuicdo presente tem sido moldado por eventos
geologicos ou outros fatores (Huang et al., 2004).

A filogeografia, é considerada uma ciéncia multidisciplinar, a qual integra
a genética molecular, genética de populacdes, etologia, demografia, filogenia,
paleontologia e geologia (Avise, 2000). O carater multidisciplinar da filogeografia,
em particular das areas do conhecimento envolvidas, faz com que estes tipos
de estudo criem um link entre processos micro e macro evolutivos. Apesar de
historicamente os processos micro e macro evolutivos serem tratados pelos
cientistas de forma separada, estes processos nunca estiveram e nem ocorreram
de forma separada. Tanto a genética de populacdes quanto a filogenia (mais
precisamente a sistemadtica), abordam as relagdes de ancestralidade uma vez que
¢ justamente através das relagdes genealogicas que os genes sdo transmitidos
aos descendentes, conferindo assim a hereditariedade (premissa da genética de
populagdes) que, por sua vez, estardo embutidos na filogenia (sistematica). Os
estudos filogeograficos unem micro e macro evolucdo justamente por utilizar
ambas as abordagens e premissas em uma s6 analise (Martins & Domingues 2011).

Os estudos filogeograficos, assim como os filogenéticos envolvem, em sua
maioria, eventos que ocorreram num passado distante e, portanto, é impossivel

checar se as conclusGes obtidas sdo de fato verdadeiras, estas caracteristicas
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possuem sem sombra de duvidas grande afinidade com as ciéncias historicas. A
afinidade entre estas duas ciéncias ¢ tdo forte que é possivel tracar um paralelo
entre as duas.

Ao se contar uma historia, pressupondo que ndo esteja num passado muito
recente, o historiador encontrara barreiras como a auséncia de testemunhas
vivas e falta de documentos comprobatorios. Quanto mais distante no tempo a
historia (Evento) estiver, menor sera o nimero de documentos disponiveis para
a reconstru¢do dos fatos. Com isso, ao reconstruir uma histoéria de um passado
distante, o historiador s6 podera contar com os documentos que restaram, podendo
ser adquiridos em bibliotecas, pinacotecas, escavacdes arqueoldgicas, entre outras.

A partir dos documentos que encontra, o historiador pode tentar inferir a
ocorréncia dos fatos, ou reconstruir algum evento historico. Esta inferéncia ¢
baseada levando em conta todos os documentos disponiveis. Depois de reconstruido
o evento, novos documentos podem surgir. A cada novo documento encontrado,
a histdria podera ser alterada pois ¢ possivel que um novo documento derrube
a teoria inicial, e neste caso serd necessario reconstruir novamente o evento, ou
que apoie ainda mais o evento historico inferido anteriormente. Em resumo é um
trabalho dependente da inclusdo de novas evidéncias.

Os estudos filogeograficos seguem a mesma linha raciocinio, pois tratam
de eventos que ocorreram ha milhares/milhdes de anos, porém se utiliza de
outras ferramentas (Figura 1). Com isso, ndo ha testemunhas vivas, alguns
documentos “antigos” escritos podem ser encontrados no caso de animais, plantas
e fitopatogenos, muitos deles originados por mercendrios e amantes das ciéncias
naturais (Mussi-Dias, 2011), os quais podem contribuir para estudos pontuais,
porém, em sua maioria o estudo filogeografico molecular utiliza como documentos

somente as macromoléculas para contar a histdria evolutiva.
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Figura 1. Representacdo da similaridade entre ciéncias historicas e estudos

filogeograficos

Os documentos que um cientista que utiliza a abordagem da filogeografia molecular
sdo0 as moléculas que em geral sdo sequéncias de DNA ou proteinas. A utilizagdo
de moléculas no estudo filogeografico apresenta algumas vantagens em relagao a
utilizacdo de caracteres morfologicos:
e Moléculas ndo sofrem necessariamente a acdo do ambiente (Variagdo
molecular é neutra);
e Mecanismos envolvidos na modificagdo do DNA sdo bem conhecidos e
estudados:
o Replicagdo do DNA;
o Mutagdes;
o Mecanismos de reparo

e E possivel utilizar analises estatisticas e probabilisticas mais robustas.
2. ABORDAGEM FILOGEOGRAFICA
A abordagem filogeografica ¢ composta pela sobreposicao de uma genealogia
em um mapa de distribuicdo das amostras analisadas (Figura 2) com o intuito

de encontrar (ou ndo) concordancia entre as linhagens e sua distribuicdo nas

localidades ao longo do tempo (Martins & Domingues 2011).
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Figura 2. Abordagem filogeografica representando distribuicdo ao longo do
globo das amostras analisadas. As areas dos graficos de setores correspondem a

frequéncia haplotipica nas localidades. Adaptado de Santos et al. (2017).

As espécies podem apresentar trés formas distintas de distribuicao
geografica, endémica, cosmopolita e disjunta, de acordo com cada uma delas a
abordagem filogenética assumira uma linha de raciocinio diferente em relagao
a hipotese criada pelo pesquisador. As distribui¢des endémicas podem ter uma
abrangéncia territorial com amplitudes variadas (mais ou menos distribuidas).
Em casos extremos onde espécies sdo encontradas em todo o globo, denomina-
se estas distribuicdes de cosmopolitas (Ridley, 2006). Alguns fitopatogenos
como por exemplo o famoso fungo Phytophthora infestans (Mont.) de Bary
que infecta solanaceas ¢ encontrado em todos os continentes, exceto em locais
extremos como nas zonas polares; em uma defini¢do estrita ele ndo seria
considerado cosmopolita, mas em geral o termo se enquadra menos estritamente
e considera-se P. infestans cosmopolita. Espécies que ndo se restringem a uma
sO area, mas apresentam-se distribuidas em mais de uma regido, com vazios
entre elas sdo conhecidas como disjuntas. Os estudos filogeograficos vao além
da distribuicao das espécies, e se estendem também as distribui¢cdes dos taxons
mais elevados e, assim como ocorre com as diferentes formas de distribuicao,
ao se inferir sobre diferentes niveis na classificagdo, sdo apropriados diferentes

processos explicativos. Os movimentos individuais de curta duragdo tendem a
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exercer maior influéncia na distribuicao das populacdes e espécies, enquanto
processos geoldgicos, de acao lenta, exercem maior influéncia em taxons mais
elevados (Ridley, 2006).

As premissas utilizadas por Avise et al., (1987) ainda sdo atuais e
amplamente utilizadas desde estudos mais simples até estudos mais complexos
envolvendo gendmica. Os estudos filogeograficos se baseiam em trés principais
premissas, a primeira assume que a maior parte das espécies ¢ formada de
populagdes geograficamente estruturadas cujos membros ocupam ramos
distintos em uma genealogia; a segunda sustenta a hipdtese que espécies com
pouca ou nenhuma estrutura filogeografica possuem habitos que incluem
dispersao de individuos ou grupos e ocupam areas onde nao existem barreiras
fisicas que impecam o fluxo génico; e a terceira que propde que grupos
intraespecificos monofiléticos separados por grandes distdncias genéticas
surgem de persistentes barreiras ao fluxo génico.

As genealogias utilizadas nas abordagens sdo formadas por redes de
haplétipos. O termo haplotipo € definido como sendo um dos varios possiveis
padrdes de sequéncia de um segmento de DNA, que difere de outros padrdes
alternativos por meio de mutagdes na sua sequéncia. Em estudos de filogeografia,
o haplotipo ¢ a unidade basica de analise. Templeton et al. (1992) propuseram
a construcdo de redes de haplotipos usando o método da parcimonia como
um modelo local finito da evolu¢ao do DNA. Este método além de estimar a
rede de haplotipos, permite também estimar o numero maximo de conexoes
parcimoniosas entre pares de sequéncia.

E esperado que haplétipos ancestrais e haplotipos descendentes estejam
presentes em uma mesma rede, visto que seria extremamente improvavel que
todos os individuos do haplotipo ancestral tenham sofrido a mesma mutagao
(Jorge et al., 2015; Santos et al., 2017). Na construcdo da rede, os haplotipos
de origem mais recente se alocam nas extremidades, enquanto os haplotipos
ancestrais serao encontrados no interior central da rede (Figura 3). Em relagao
a distribuicdo geografica, ¢ esperado que hapldtipos ancestrais se encontrem
geograficamente melhor distribuidos, enquanto haploétipos recentes tenham
distribui¢ao mais restrita, visto que nao teriam tido tempo suficiente para maior
dispersao.
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Figura 3. Exemplo de uma rede de haplotipos onde os haplétipos estao distinguidos
por cores ¢ o tamanho dos circulos estao relacionados com a frequéncia haplotipica.
Circulos menores em preto representam haplétipos ndo amostrados ou extintos.
Os niimeros nos ramos indicam o numero de eventos mutacionais e as barras
individuais que cruzam os ramos representam um Unico evento mutacional.
Adaptado de Santos et al. (2017).

Arede de haplotipos representa as conexdes genealogicas entre os haplotipos.
Em uma investigacdo que aborde este tipo de estudo, dificilmente se amostrara
todos haplotipos, uma vez que isso va depender de fatores como dificuldade na
amostragem, escassez de espécies, condigdes das localidades entre outras. Na rede,
os haplétipos ndo amostrados e haplotipos ja extintos sdo representados por nos
(Figura 3) e sdo deduzidos entre dois pares de sequéncias diferentes mais proximos
da rede que diferem entre si por dois ou mais eventos de mutacdo (Templeton et
al. 1992).
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A Teoria da Coalescéncia (Templeton et al., 1992; Avise, 2000), ¢ um método
matematico oriundo da genética de populagdes que permite a inferéncia da historia
demografica da espécie, baseando-se em um ponto no tempo onde linhagens ou
alelos possuem um ancestral comum no passado. Esta teoria, muito utilizada nas
analises filogeograficas, proporcionou o desenvolvimento de algoritmos estatisticos
que se utilizam dados populacionais (Knowles, 2009), os quais geram resultados
onde fatores historicos demograficos (médias e varidncias dos descendentes
por familia) podem exercer influéncia na genealogia dos genes de maneira
estatisticamente previsivel. Em outras palavras, em populacdes com tamanhos
efetivos maiores, ¢ esperado que os pontos de coalescéncia na genealogia dos
genes sejam mais antigos. Assim, as topologias nas arvores de genes podem ser
interpretadas sob esta teoria, auxiliando a revelar a historia demografica de uma

populagdo (Avise, 2000).

3. ESTUDOS FILOGEOGRAFICOS

A filogeografia vem fazendo parte de alguns trabalhos, seja para fornecer
suporte para decisdes conservacionistas, seja para confirmar a divisdo de género
das espécies, verificar as relagdes filogenéticas e reconstruir a historia dos possiveis
eventos de dispersdo, ou até mesmo para inferir rotas de colonizacdo das espécies.

A regido Neotropical, apesar de conter os maiores indices de biodiversidade
do mundo, ainda ¢ uma das regides menos estudadas em relacdo aos estudos
de diversidade e principalmente filogeograficos (Beheregaray, 2008). Apesar
do numero de estudos filogeograficos terem aumentado, ainda existem poucos
estudos, principalmente nas ciéncias agrarias (plantas de cultivo e fitopatdgenos
por exemplo).

Uma analise filogeografica bem estruturada (amostragem apropriada
de individuos e genes) pode elucidar hipdteses biogeograficas, compreender a
evolugdo de populagdes isoladas reprodutivamente, inferir processos a respeito
da origem (entrada de patdégenos em um pais por exemplo), distribuicdo e
manutencdo da biodiversidade e fazer inferéncias sobre a influéncia de mudancas
bioticas ocorridas em uma populacdo e na estrutura e diversidade genética dessas

populagdes (Beheregaray, 2008). Desta forma, estudos filogeograficos podem
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contribuir para o entendimento sobre diversos campos da ciéncia como especiagdo
e zonas hibridas (Singhal e Moritz, Swenson ¢ Howard, 2005; Hewitt, 2011),
ecologia (Rissler et al., 2007; Rubinoff, 2008), biogeografia historica (Avise 2000;
Arbogast & Kenagy 2001), paleoecologia (Baron et al., 2017), fitopatologia (Freire
& Oliveira 2008; Lourenco et al. 2009; Santos et al. 2017), melhoramento genético
(Carvalho & Renner, 2012) entre outros.

Dentre os diferentes trabalhos citados acima, o estudo de Carvalho e Renner
(2012) merece destaque pois seus resultados obtidos com o uso de estudos
filogeograficos contribuiram significativamente com o estudo e direcionamento
do melhoramento genético do mamoeiro. Os autores utilizaram caracteres de DNA
nuclear e plastidial para realizar um estudo sobre as relagdes genealdgicas ¢ a
distribuicdo do mamoeiro ao redor do mundo. Em seus resultados, os autores
relataram que a filogenia completa da familia Caricaceae identificou que os parentes
mais préximos do mamao sdo trés ervas perenes (Jarilla chocola, J. heterophylla
e J. nana) e uma pequena arvore que apresenta tronco fino e macio, Horovitzia
cnidoscoloides, todas restritas a regido do norte do México, a qual coincide com
a distribuicdo da forma silvestre de Carica papaya e, portanto, foi apontado pelos
autores como lugar de origem mais plausivel. A historia biogeografica da familia
Caricaceae envolveu longa dispersdo da Africa para a América Central (35 Milhdes
de anos) e expansao de faixa através de ilha pulando do México para a Coldombia
antes do fechamento completo da ponte terrestre panamenha. O estudo mostra que
a divergéncia ecoldgica nos tipos de habitats, mas também a especiacio alopatrica
classica, foram fatores importantes na condugao da diversificagdo de Caricaceae.

O estudo de Carvalho & Renner (2012) ¢ um exemplo claro e que resume
uma das grandes contribui¢des deste tipo de abordagem para as ciéncias agricolas.
Seus resultados evidenciaram a importancia de avaliar as culturas em uma
perspectiva filogeograficas, a qual além de inferéncias sobre a origem das culturas
sem registros arqueologicos (como o mamao), ha também implicagdes para o
melhoramento de plantas. Durante décadas, melhoristas tentaram em vao cruzar
0 mamao com espécies de um grupo filogeneticamente distante (Vasconcellea),
enquanto que a partir do estudo dos autores os programas de melhoramento podem
incluir comparagoes genéticas com Jarilla e Horovitzia.

As contribui¢des de estudos filogeograficos em programas de melhoramento
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podem trazer novas abordagens e contribuir os com estudos em fase de
implementacdo e os em curso. O desenvolvimento de técnicas moleculares
modernas e softwares cada vez mais eficientes que vao desde analises menos
complexas como a median joining (Bandelt et al., 1999), até analises robustas
de Agrupamento Filogeografico e Ecoldgico baseados em inferéncias bayesianas
(BPEC) (Manolopoulou et al., 2016) poderao contribuir com o aumento e interesse
de estudos filogeograficos, contribuindo de maneira intensiva para formagao de

novos grupos de pesquisa e aprimoramento de grupos ja consolidados.
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Capitulo 04

FISIONOMICA E A RESISTENCIA DE PLANTAS A
ESTRESSE BIOTICOS

Paulo Cezar Cavatte
Leonardo Humberto Silva e Castro

Lindomar de Souza Machado
1. INTRODUCAO

Estresse em cultivos agricolas ¢ todo fator que afeta negativamente o
desempenho das plantas, o que diminui a eficiéncia biologica ¢ o potencial
produtivo (BOREM & RAMALHO, 2011). Existem diversos tipos de estresses,
os quais s3o em grande parte responsaveis pela diferenca entre o potencial de
producao e a produtividade observada na lavoura. Dentre eles, o objeto de estudo
do presente capitulo ¢ o estresse de origem bidtica ocasionado pelo ataque de
fitopatogenos.

O trabalho conjunto entre melhoristas e fitopatologistas ja ¢ amplamente
conhecido, visto que as pesquisas relacionadas ao controle genético de
fitopatdgenos passaram por grandes avangos nos ultimos anos, uma vez que a
resisténcia a doengas ¢ um dos principais objetivos do melhoramento de plantas.
Porém, a Fisiologia Vegetal ¢ uma ciéncia que vem se integrando ao trabalho
multidisciplinar desta linha de pesquisa, com vistas ao conhecimento fisiologico
da interagdo patogeno-hospedeiro e na selecao fenotipica de gendtipos superiores.

Nesta perspectiva, as novas técnicas de fenotipagem vem proporcionando
avancos em plataformas, metodologias, automac¢do, controle de condi¢des de
realizacdo de experimentos, volume de dados coletados, softwares, precisao
e acuracia, reprodutibilidade, complexidade e, de forma mais ampla, a
escalabilidade, quando comparada ao uso de escalas diagramaticas (GIGLIOTI
et al., 2015). Em relacdo a fisionomica, que nada mais ¢ que a abordagem feita
pela Fisiologia Vegetal dentro do conceito de fenotipagem em larga escala, os

programas de melhoramento genético de plantas buscam inserir em espécies
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cultivadas caracteristicas fisiologicas que melhorem a eficiéncia fotossintética,
principalmente sob condigdes estressantes. Porém, a avaliagdo deste parametro
fisiologico requer uma andlise precoce, rapida e em larga escala (CAVATTE et
al., 2015).

Com o intuito de elucidar tecnologias oferecidas pela Fisiologia Vegetal,
dentro da abordagem de fenotipagem em larga escala, neste capitulo sera realizada
uma abordagem tedrica sobre o estresse ocasionado pelo ataque de fitopatdgenos
em espécies vegetais, e ira discorrer sobre algumas tecnologias disponiveis para
a fenotipagem [clorofildmetros, fluorometros, IRGA (Infra-red Gas Analyzes)
e imagens espectroscopicas]. A fisiondmica também engloba em seus estudos

ferramentas da genética molecular, as quais ndo serdo abordadas neste capitulo.

2. VISAOHOLISTICADE FISIOLOGIAVEGETAL,FITOPATOLOGIA,
MELHORAMENTO GENETICO E BIOTECNOLOGIA

No quadro agricola mundial sdo observadas diferentes causas de insucesso
no cultivo de espécies vegetais. Dentre esses fatores, as doengas sdo um grande
problema, em que, direta ou indiretamente, os patdgenos podem acarretar danos
desde o inicio do sistema produtivo até a colheita, bem como na armazenagem e
distribui¢do do produto colhido ao consumidor final. A agronomia retine varias
ciéncias especializadas e, com vistas ao manejo de doengas, se torna importante
integrar a Fisiologia Vegetal, Fitopatologia, Melhoramento Genético ¢ a
Biotecnologia.

Dentro da botanica, a Fisiologia Vegetal ¢ a drea que estuda o funcionamento
das plantas, integrando estudos anatomicos e morfologicos, bem como de
mecanismos bioquimicos, para promover uma analise dos processos funcionais que
acontecem desde a germinacao até o florescimento e a frutificagdo. A Fitopatologia
¢ a ciéncia que tem como objeto de estudo as doengas de plantas, abrangendo todos
os seus aspectos, desde a diagnose, sintomatologia, etiologia, epidemiologia, até
o seu controle (BERGAMIN FILHO & KITAJIMA, 2011). A doenga ¢ resultante
da interagdo entre os fatores hospedeiro-patdgeno-ambiente, que tem como base
o ciclo de vida do patégeno (AMORIM & PASCHOLATI, 2011).

Existem diversas defini¢cdes para o termo doenga, as quais foram se evoluindo
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ao longo do tempo e dos avangos dos estudos fitopatologicos. A defini¢do feita por
Agrios (2005) conceitua doenga como sendo o mau funcionamento de células e
tecidos da espécie vegetal hospedeira, resultante da sua continua irritagdo por um
organismo fitopatogénico ou um fator ambiental que conduz ao desenvolvimento
de sintomas. Esta ¢ uma condicdo que envolve mudangas anormais na forma,
fisiologia, integridade ou comportamento da planta, a qual podera resultar em dano
parcial ou a morte da planta ou de suas partes. Os fitopatdgenos tem como principais
alvos o metabolismo do carbono e os aparatos e produtos fotossintéticos das
plantas, o que promove a diminui¢ao da clorofila em tecidos doentes (GIGLIOTI
et al., 2015). Tal processo ocasiona um desbalango na formagao e no metabolismo
das espécies reativas de oxigénio (EROs) (NEILL et al., 2002).

Tendo como base os processos fisioldgicos vitais das plantas que podem
sofrer interferéncias pelo ataque de fitopatogenos, McNew (1960) propds uma
classificacdo sistemdtica para as doengas de plantas por processos fisioldgicos
como aciimulo de nutrientes em 6rgaos de armazenamento para o desenvolvimento
de tecidos embrionarios; desenvolvimento de tecidos jovens as custas dos
nutrientes armazenados; absor¢do de 4gua e elementos minerais a partir de um
substrato; transporte de agua e elementos minerais através do sistema vascular;
fotossintese; e utilizagdo, pela planta, das substincias elaboradas através da
fotossintese. McNew (1960) também propds as classificacdes das doengas como
grupo I - Doengas que destroem os 6rgaos de armazenamento; grupo II - Doencas
que causam danos em plantulas; grupo I1I - Doencas que danificam as raizes; grupo
IV - Doengas que atacam o sistema vascular; grupo V - Doencas que interferem
com a fotossintese; e grupo VI - Doencgas que alteram o aproveitamento das
substancias fotossintetizadas.

O objetivo pratico mais importante da Fitopatologia € o controle das doengas
de plantas, que ¢, sob uma dtica biologica, a diminui¢ao na incidéncia ou severidade
da doenga (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1968). Dentre os métodos de
controle de fitopatdgenos, o controle genético empregando cultivares resistentes
representa, de acordo com Camargo (2011), um pilar para o manejo de doengas de
plantas, uma vez que se aplica aos cultivos em grandes areas e por apresentar baixo
impacto a0 meio ambiente. Entdo, a Fitopatologia se integra ao Melhoramento

Genético para desenvolver estudos relacionados a resisténcia a fitopatdgenos, com
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vistas ao desenvolvimento de cultivares resistentes. Nos ultimos anos, com 0s
avangos na ciéncia e tecnologia, uma nova ciéncia se integrou ao melhoramento
genético, que possibilitou conhecer mais a fundo as alteragdes promovidas pelo
ataque dos fitopatdgenos nas plantas e os aspectos relacionados a resisténcia
genética e a biotecnologia. Como citado anteriormente, o ataque de fitopatégenos
ocasiona danos ao funcionamento de processos fisioldgicos vitais das plantas.
Entdo, a Fisiologia Vegetal se integra aos estudos da fitopatologia, Melhoramento
Genético e Biotecnologia, de maneira holistica, visando maximizar a eficiéncia e

praticidade (Figura 1).

RBSISNOMICA

GEM DE PROXIMa G
oT\PA ERa
geW C4g

FENOTIPAGEM
FisioLoGIA E BIDQUIMICA

FENOTIPAGEM
METODOS FITOPATOLOGICOS

HiBriDIZAGAO
METoDOS CLASSICOS
FERRAMENTAS MOLECULARES

MELHORAMENTO, GENETICO

EmMoPATOLOGIA

£ BioTECNOLOGIA

Figura 1. Visao holistica para integrar a Fitopatologia, Melhoramento Genético,
Biotecnologia e Fisiologia Vegetal no estudo do controle genético de doengas de

plantas. Fonte: Os autores.

Os métodos fitopatologicos sdo empregados para gerar fenotipos a serem
observados em condi¢des naturais de epidemia ou por meio da inoculagdo
artificial de patogenos em partes especificas das plantas. Durante a conducao das
populacdes segregantes pelos métodos de melhoramento genético, os mesmos

sdo aplicados para identificar niveis de resisténcia dos genotipos. De acordo com
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Jesus & Peres (2013), a Fisiologia Vegetal ndo é uma técnica, mas sim um corpo
de conhecimentos, em que a “fisiondmica” disponibiliza diversas técnicas high-
throughput possibilitando aumentar e automatizar a visualizacao de fenotipos, e,
em determinados casos, diminuir determinantes a genes, transcritos, proteinas e
metabolitos. Essa abordagem da fendmica, ou fenotipagem de proxima geracao,
possibilita melhorar a analise de fenotipos, gerar ganhos conceituais e dar um novo
direcionamento para a tomada de decisdes em programas de melhoramento de
plantas. Bock et al. (2010) acrescentam que algumas técnicas possibilitam também

quantificar danos antes mesmo do aparecimento de sintomas visiveis.
3. ESTRESSE OCASIONADO PELO ATAQUE DE FITOPATOGENOS

O ataque de fitopatdgenos ocasiona uma série de alteracdes nas plantas,
chamada de doenca, o que leva a respostas genético-moleculares, fisiologicas e
morfoldgicas. As plantas apresentam mecanismos de resposta aos diversos tipos de
estresses, podendo eles serem bioticos, por meio do ataque de fitopatogenos, por
exemplo, ou abidticos como os estresses ambientais. Esse conjunto de respostas
sdo de interesse dos programas de melhoramento genético vegetal, devido a
plasticidade presente, permitindo a planta contornar situacdes desfavoraveis. No
caso da resisténcia a fitopatogenos, Parlevliet (1997) cita que a mesma ¢ a habilidade
da espécie hospedeira em causar dificuldades para o processo infeccioso desses
organismos fitopatogénicos, em que esse conjunto de respostas estdo diretamente
envolvidos.

Portanto, respostas ao ataque de fitopatdgenos promovem alteragdes no
metabolismo da planta, como a sintese de proteinas de defesa (JONES & DANGL,
20006). O processo de resisténcia ao patogeno ¢ iniciado nas proximidades da area
infectada, dificultando a colonizagdo do patdgeno. Plantas com alta capacidade
de reconhecimento ao patdégeno respondem de forma mais rapida a invasao,
desencadeando uma ou mais reagoes de defesa (RYAN, 2000).

As respostas de defesa da planta comegam quando ocorre a percepcao do
estresse causado pelo fitopatdgeno, sendo ativado por receptores de reconhecimento
de padrao (PRRs, Pattern Recognition Receptors) localizados nas membranas

celulares. Com o reconhecimento dos padrdes moleculares associados aos
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fitopatogenos (PAMPs, Pathogen-associated molecular patterns), inicia-se o tipo
de resisténcia basal denominada imunidade desencadeada por padrao ou PAMP
(PTI, Pattern- ou PAMP-Triggered Immunity), este mecanismo ¢ considerado a
primeira linha de imunidade inata em plantas (BOLLER & FELIX, 2009).

Alguns patoégenos produzem moléculas efetoras capazes de eliminar a
resisténcia basal do hospedeiro, tornando a planta suscetivel ao ataque. Em
algumas plantas consideradas resistentes, foi apresentada uma segunda linha
de defesa ao patdgeno com receptores citoplasmaticos (proteinas R) designada
ETI (Effector-Triggered Immunity) (DODDS & RATHIJEN, 2010). A resposta
de hipersensibilidade (RH), embora possa ser observada em PTI, ocorre
principalmente em ETI o componente de resposta associado com a resisténcia de
plantas hospedeiras.

Na resposta de hipersensibilidade, sdo verificados sintomas visuais nas
folhas da planta devido a morte celular, formando-se lesdes necroticas limitando
a infec¢@o do patdogeno (MUR et al., 2008). Durante o processo de RH, ocorre
o desencadeamento das vias de defesa por genes R como a geracao de fluxo de
ions célcio nas células, ativacdo de cascata de sinalizacdo por MAPK (Mitogen-
activated protein kinases) que resultam em uma reprogramacao transcricional,
assim como a sintese de compostos antimicrobianos, formagao de espécies reativas
de oxigénio (EROs) e 6xido nitrico (ON), acimulo de superoxidos e perdxido de
hidrogénio (DANGL & JONES, 2001).

Durante o processo da resposta de hipersensibilidade, alguns estudos
verificaram que as sequéncias dos genes que conferem a resisténcia a alguns
patogenos (virus, bactérias e fungos), sdo sequéncias parecidas e com peptideos
com estruturas similares (KANAZIN et al., 1996), outro fato sugerido ¢ que certas
vias metabolicas sdo intensificadas com a detec¢@o do patdgeno. Rotas metabolicas
promotoras do acido salicilico (AS), acido jasmoénico (AJ) e do etileno (ET)
passam a ativar fatores de transcrigdo de genes de defesa (AN & MOU, 2012).

Alguns estudos evidenciaram a interagdo do AS com as enzimas catalase
(CAT) e peroxidase (POD), e em maiores concentragdes de AS foram verificadas
maior atividade das enzimas, assim como maiores concentragdes de H,O,. Sendo
apoiado por alguns pesquisadores que AS intensifica a produgao de espécies reativas
de oxigénio (EROs), levando a resposta de hipersensibilidade (DURRANT &
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DONG, 2004). Entretanto, alguns estudos atribuem ao H,O, indugdo do acimulo
de AS por meio da elevacdo da atividade da enzima acido benzbico-2 hidroxilase,
conhecida como citocromo P450 monoxigenase, atuando na conversao do acido
benzoico em AS (RYALS et al., 1996; DURRANT & DONG, 2004).

O 4acido salicilico (AS) apresenta fung@o no processo de sinalizagdo e indugdo
na resisténcia sistémica adquirida (SAR), estudos confirmaram a presenca do AS
no floema posteriormente a infec¢ao do patogeno (DURRANT & DONG, 2004).
A SAR permite aos demais tecidos ndo contaminados, resisténcia ao patdgeno
invasor devido as sinalizagdes emitidas da primeira infecgdo (DURRANT &
DONG, 2004), durante o processo da SAR ocorre a expressdo de certos genes,
sendo chamados SAR genes (RYALS et al., 1996). Esse grupo de genes SAR
ativados com tratamentos com AS e pela acdo de genes na conversao do corismato
em AS (VERBERNE et al., 2000), o AS foi relatado como indutor da SAR. Ja
sdo relatadas nove familias génicas nos genes SAR, incluindo as proteinas PR
(Pathogenesis-Related) PR-1, PR-2 (B-1,3-glucanase), PR-3 (quitinase classe II,
também denominada PR-Q), PR-4 (hevein-like protein), PR-5 (thaumatin-like
protein), assim com as formas basicas e acidas da quitinase classe III, a forma
basica da PR-1 e PR-Q extracelular (RYALS et al., 1996).

Plantas que apresentam sistemas de defesa sem a infec¢do de patogenos
apresentam incompatibilidades genéticas (MIZUNO et al., 2010), sendo mais
observado em progénies com fenotipo similar ao de plantas acometidas por estresse
biodticos ou abidticos, as quais sdo plantas geralmente oriundas de cruzamentos
inter ou intraespecificos (BOMBLIES & WEIGEL, 2007).

Entretanto, deve-se ressaltar que de acordo com o habito de colonizagdo do
patogeno a resposta de defesa da planta sera diferenciada. Portanto, é necessario
compreender os diferentes tipos de patdogenos que atuam na infecc¢do da planta. Os
patogenos sdo classificados de acordo com processo infeccioso, sendo chamados
de biotréficos, necrotroficos e hemibiotroficos, cada tipo pode ativar vias diferentes
na sinalizacdo e de respostas de defesa na planta infectada.

Os patdgenos biotroficos obrigatorios colonizam células vivas, geralmente
levando a planta a indug@o da resposta de hipersensibilidade, tendo como
consequéncia a morte da célula. Nesse processo ocorre a sinalizagdo a via do AS

levando a SAR. Os patdgenos necrotroficos obrigatdrios tem como caracteristicas
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se desenvolverem em células mortas, a planta ao identificar esse patogeno ativa
a via de sinalizagdo com o JA e etileno como mensageiros, levando a resisténcia
sistémica induzida (OLIVER & IPCHO, 2004). Ja os patégenos que podem
ser tanto biotréficos facultativos como necrotroficos facultativos sdo chamados
de hemobiotroficos, para esse grupo de patdogenos as respostas ainda nao estdo
totalmente esclarecidas.

De acordo com Herrera-Vasquez et al. (2015), a sinalizagdo ¢ fundamental
pararapida e adequada resposta de defesa da planta, para tal, € verificado sinergismo
entre EROs, ON, fluxos de ions e AS. Durante a resposta de hipersensibilidade
ocorre a formagao de EROs influenciada pelo Ca’>" ¢ ON, altas concentra¢des de
EROs promove a biossintese de AS, o Ca?" apresenta fundamental regulagdo na
producdo de AS, possivelmente altas concentracdes de EROs ativam a via de AS
por meio da sinalizagdo de calcio.

A producdo de EROs podera ser aumentada com elevadas concentragdes de
AS, com a formagdo de anions superoxidos (O*), oxigénio singlet (O,), radical
hidroxila (OH") e o peréxido de hidrogénio (H,O,). Em condigdes basais, os niveis
intracelulares de EROs s@o mantidos a um minimo por mecanismos de protegdo
celular baseados em enzimas catalases, superoxido desmutases ou peroxidases
(O’BRIEN et al., 2012).

As enzimas NAPDH oxidases presentes na membrana plasmatica sdo
consideradas as principais formadoras de EROs na célula durante a RH. A
produgdo em excesso de EROs prejudicam a homeostase metabolica através de
danos oxidativos a lipideos, proteinas e acidos nucleicos. Entretanto, dentro da
célula vegetal existem outros sitios de producdo de EROs, principalmente nas
organelas do cloroplasto, mitocondria e peroxissomos (CAMEJO et al., 2016).

O cloroplasto proporciona elevada funcionalidade ao processo de HR
por dispor de moléculas sinalizadoras como EROs, ON e AS apds a infecgdo e
reconhecimento do patdgeno. E diferentes quantidades e qualidades de iluminagao
levam ao desenvolvimento ¢ a severidade da RH (STAEL et al. (2015).
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4. TECNOLOGIAS DA FISIONOMICA

A agricultura moderna, por meio do conhecimento cientifico, promoveu
grandes mudangas na forma do homem produzir e lidar com os desafios para
alimentar o mundo. A tecnologia agricola e o melhoramento genético, associado
a todas as ciéncias agrarias, possibilitaram o melhor uso do solo, prote¢do dos
cultivos, adaptabilidade e estabilidade produtiva, dentre outros, para aumentar o
rendimento das espécies cultivadas.

No melhoramento genético de plantas para resisténcia a fitopatdgenos,
tomando a fisiondmica como uma linha da agricultura de precisdo, a busca pela
elevada eficiéncia em gerar fenotipos requer acuracia, objetividade, agilidade e
metodologias high-throughput screening.

Com a adequada fenotipagem dos bancos de germoplasma, os diversos
programas de melhoramento genético de plantas poderdo ganhar tempo para o
langamento de novas cultivares, bem como terdo os adequados levantamentos da
diversidade genética entre os acessos, maximizando a variabilidade nos ensaios.
Estudos relatam que devido a falta de informagao, apenas cerca de 4% dos acessos
armazenados em todo o mundo vém sendo utilizados (VASCONCELOS et al.,
2007).

Na busca por cultivares resistentes a fitopatogenos, a fisiologia vegetal
pode disponibilizar algumas técnicas para a quantificagdo de danos fisiologicos
ocasionados por esses organismos fitopatogénicos (ROUSSEAU et al., 2013).
Essas técnicas permitem a quantificagdo de danos antes mesmo da manifestagdo
de sintomas aparentes (BOCK et al., 2010). A fisiondmica, dentro da abordagem
da fendmica para parametros fotossintéticos, pode se apresentar como refinada
estratégia na identificacdo e selecdo de genotipos, entre os pardmetros nio
destrutivos, tais como a analise de gases por radia¢do por infravermelha, o
rendimento quéntico do fotossistema II e também quantificagdo dos teores
clorofilas nos tecidos vegetais podem apresentar bons resultados (CAVATTE et
al., 2015). Portanto, a fenotipagem atrelada a genotipagem podem ser utilizados na
caracterizag¢do de germoplasma, identificagdo de QTLs, até a sele¢do de gendmica
(FRITSCHE-NETO & BOREM, 2013).
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4.1. Clorofilometros

A identificacdo de plantas resistentes a patdgenos via avaliagdes fisioldgicas
ndo destrutivas podera auxiliar programas de melhoramento genético de plantas.
Para tal ¢ necessario obter avalicdes de forma precoce, rapidas, de baixo custo
e que possam ser feitas em larga escala, esses requisitos sdo fundamentais no
processo de selecdo.

O uso de aparelho clorofildometro surge como uma alternativa na estimagao
dos teores de clorofila a e b. Ha estudos que correlacionam positivamente os teores
de clorofila com a fotossintese, permitindo inferir de forma indireta como esta o
desempenho fotossintético e analogamente a maquinaria celular, em condigdes
normais a célula vegetal produz baixos niveis de EROs, ndo chegando a inibir
ou alterar em larga escala a fotossintese. Como relatado anteriormente, plantas
infectadas por patdgenos apresentam elevados niveis de EROs, levando em tltima
analise a degradagdo das membranas dos tilacdides, propiciando em menores
teores de clorofila e consequentemente menor fotossintese.

A manuten¢do dos teores de clorofila em um genoétipo mesmo estando
infectado, sugerem de certa forma ser um genotipo resistente, possivelmente os
mecanismos antioxidativos sdo mais eficientes. Algumas pesquisas evidenciaram a
importancia da relagdo da clorofila com as doengas de plantas. Avaliando cultivares
de soja quanto a resisténcia parcial a Phakopsora pachyrhizi (ferrugem asiatica
da soja), o teor de clorofila foi quantificado com o auxilio de um clorofilometros.
Polizel et al. (2011) ressaltaram que o teor de clorofila foi inversamente proporcional
a severidade da ferrugem asiatica.

Ha a necessidade da ampliagdo e adequacdo de pesquisas com o uso do
clorofilomento, formando ampla base de dados para novos trabalhos de fenotipagem

visando a sele¢do de gendtipos resistentes a estresses bidticos.

4.2. Fluorometros

Estimativas de caracteristicas fisiologicas foliares tem se mostrado
relevantes na identificacdo de gendtipos com resisténcia a estresses (SILVA et al.,

2013). Simultaneamente, pode-se integrar a genotipagem em andlise funcional e
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estratégias moleculares de melhoramento (MARRACCINI et al., 2012).

Pesquisas direcionadas as curvas das caracteristicas da fluorescéncia da
clorofila a, sdo obtidas em resposta ao fluxo de fotons fotossintéticos, podendo
dispor de dados importantes do padrao de resposta da fotossintese e do desempenho
do fotossistema II (PSII) dos genoétipos analisados. Essa técnica apresenta grande
potencialidade utilizacdo em larga escala e com baixo custo. A fluorescéncia da
clorofila @ vem sendo utilizada em trabalhos de fenotipagem como parametro
nao destrutivo de avaliacdo dos danos causados por alguns estresses abidticos
ou bidticos. Distintos componentes do processo fotossintético sdo afetados sob
condi¢des de adversas, a fluorescéncia clorofila a ¢ um deles (MURCHIE &
LAWSON, 2013).

A energia absorvida pelas plantas ¢ destinada a trés processos concorrentes:
fotossintese, dissipacdo térmica e emissdo de fluorescéncia da clorofila
(BUSCHMANN, 1999). Na presenca de infec¢des patogénicas, o rendimento
quantico do PSII pode ocorre decréscimo, devido ao elevado custo enérgico no
combate a infec¢do ao fitopatogeno, provocando o aumento do metabolismo
respiratorio (BERGER et al., 2007). As plantas consideradas resistentes aos
patossistemas apresentam menor fluorescéncia da clorofila quando comparadas
com plantas sensiveis.

O aparelho fluorometro ndo-modulado, quantifica a fluorescéncia inicial
(F,), fluorescéncia maxima (F ) e fluorescéncia variavel (F ). Com base dos dados
de F e F , obtem-se a relagdo F /F chamada de rendimento quantico maximo
do fotossistema II (BOLHAR-NORDENKAMPF et al., 1989). A inferéncia da
fluorescéncia ¢ feita por meio de um pulso de luz vermelha (650 nm) com duracao
de 2 s, com intensidade de 600 W m?n (100% de intensidade), obtido por meio de
seis LEDS (Light Emitting Diodes), localizado na sonda do equipamento.

Em pesquisa desenvolvida por Tatagiba et al. (2015), foi relatado que existe
diferenca na emissdo da fluorescéncia da clorofila a entre gendtipos de arroz
infectadas com Monographella albescens, sendo que os genotipos tolerantes
apresentaram maior fluorescéncia da clorofila a em relagdo aos susceptiveis. Os
mesmos autores ressaltaram que a fluorescéncia da clorofila a ¢ uma ferramenta
excelente para descrever a perda de funcionalidade do aparelho fotossintético em

folhas de arroz durante a infec¢ao por M. albescens.
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Em trabalho desenvolvido na cultura do milho, foi analisado a fluorescéncia da
clorofila a em folhas infectadas com Stenocarpella macrospora, os pesquisadores
evidenciaram diminui¢des na fluorescéncia maxima, na eficiéncia quantica
maxima do PSII, no rendimento efetivo quantico do PSII e no rendimento quéntico
da dissipagdo de energia regulada, e foram verificados aumentos na fluorescéncia
inicial, assim como rendimento quantico de dissipagcdo de energia nao-regulada.
Estes dados estdo diretamente relacionados com a perda progressiva da atividade
fotossintética e com desenvolvimento do estresse oxidativo (BERMUDEZ-
CARDONA etal., 2015). Em estudos com cultura do Trigo, foi verificado aumento
na fluorescéncia da clorofila a em plantas infectadas com Pyricularia oryzae que
receberam adubacdo com silicio, mostrando que o silicio apresenta potencialidade
de ser utilizado como indutor de resisténcia na cultura (PEREZ et al., 2014).

Diante do exposto, ficou evidenciado a elevada potencialidade de amplo
uso do Fluordmetro na fenotipagem visando identificar genotipos resistentes
e susceptiveis a patossistemas, entretanto ¢ necessdrio salientar que a presente
técnica podera ser uma das etapas do processo de identificag@o e possivel selegdo
de gendtipos tolerantes, mas ¢ fundamental associar mais técnica para ratificar os

resultados encontrados.
4.3. IRGA

O IRGA (Infra-red Gas Analiser) foi um dos primeiros aparelhos
utilizados na fenotipagem em larga escala, este aparelho consegue quantificar
o desempenho fotossintético das plantas, as leituras sdo relativamente répidas e
com custo relativamente baixo, os dados obtidos muitas vezes podem evidenciar
diferengas entre plantas em condigdes normais e sob estresses bidticos e abidticos
(FRITSCHE-NETO & BOREM, 2013).

As principais variaveis analisadas sdo a taxa de assimilagdo liquida de CO,
(4), transpiragdo (E), condutancia estomatica (g ), concentragdo interna de CO,
na camara subestomatica (C), fluorescéncia da clorofila a, eficiéncia quimica
do fotossistema II (F /F ), eficiéncia intrinseca do uso da agua (4/g)), razdo da
concentragdo interna e externa de CO, (C/C)), entre outros (CAVATTE et al.,
2015).
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Essa técnica tem sido mais utilizada diferenciando o desempenho
fotossintético entre plantas sob condi¢des normais e de estresses ambientais,
descriminado muitas vezes genotipos tolerantes ao estresse submetido. Contudo,
essa técnica apresenta grande potencialidade para discriminagdo de plantas com
resisténcia a estresses bioticos, pois como relatado anteriormente, plantas infectadas
por patdégenos podem apresentar elevados danos na maquinaria fotossintética,
promovendo decréscimos acentuados na fotossintese.

A utilizagdo do aparelho possui algumas ressalvas, as leituras devem ser
realizadas em folhas representativas, contudo, os dados obtidos ndo podem ser
extrapolados para a planta inteira, alguns pesquisadores estdo buscando desenvolver
novas metodologias que representem a planta como um todo. Os horarios de leitura
devem ser durante o periodo da manha entre 9-11 horas, ¢ necessario pelo menos
2 cm? ou 6 cm? (dependendo do protocolo) de folha.

Foi realizado um estudo objetivando verificar mudancgas na fotossintese e o
papel desempenhado pelo metabolismo do carbono na resposta de duas cultivares
de mangueira contrastantes, Uba (resistente) e Palmer (suscetivel), a infecgdo com
Ceratocystis fimbriata, agente etiologico da doenca seca-da-mangueira. Apos sete
dias da inoculagdo com o patdgeno, os pardmetros fotossintéticos foram superiores
nas plantas da cultivar resistente em relagdo a suscetivel, 4 (32%), g (56%), E 48%)
e C/C (19%) respectivamente (BISPO et al., 2016). E 21 dias ap6s a inoculagdo
(DAI) tiveram diferencas ainda maiores para esses pardmetros em relacdo o
cultivar resistente e a suscetivel, 4 (67%), g (66%), E (64%) e para C/C ndo
foram significantes. Os autores discorrem citando que nas fases mais avancadas de
infeccao (21 DAI), devido ao elevado decréscimo na taxa de assimilagdo liquida
de CO, (4), ocorreram uma diminui¢do na produgdo de trioses-fosfato no ciclo de
Calvin. Este fato compromete a sintese de sacarose e/ou amido, visto que o suporte

de esqueletos de carbono nas folhas fontes foi aparentemente minimo.
4.4. Imagens espectroscopicas

A magnitude do impacto que uma imagem gera em um observador, associada
ou ndo a um dado cientifico, aplica-se estreitamente ao ditado popular “a imagem

fala por si s6” (SOUSA, 2014). Recentemente, o uso de imagens espectroscopicas
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na agricultura, ou fenotipagem baseada em imagens, tem permitido avaliar aspectos
relacionados a estresses, por exemplo o ataque de fitopatdogenos nas culturas,
gerando avangos em escala, precisdo, reprodutibilidade e complexidade, além de
serem ndo destrutivas ou invasivas, quando comparada as técnicas tradicionais.
Essas imagens sdo geradas em diferentes regides do espectro eletromagnético,
por meio de técnicas espectroscopicas. A automacgao do processo de obtencao das
imagens, dependendo da espécie, condi¢des de cultivo e varidveis, possibilita a
conducdo de estudos comparativos e selecdo fenotipica em larga escala (MUTKA
& BART, 2015).

As imagens espectroscopicas, além de fornecerem uma maneira de
digitaliza¢do e quantificar os danos visuais, também podem revelar respostas
estressantes precoces, evidenciando mudangas pré-sintomaticas relacionadas a
alteragdes na fotossintese e condutincia estomatica (CHAERLE et al., 2007a).

Uma vez que em programas de melhoramento genético de plantas existe
um grande volume de gendtipos a serem fenotipados e a existéncia de diversas
metodologias, sensores, softwares e algoritmos para a quantificacdo dos danos
ocasionados pelo ataque dos fitopatogenos, deve-se avaliar os objetivos a serem
atingidos e verificar qual seria a melhor escolha. Entdo, vem sendo desenvolvidas
plataformas de fenotipagem comerciais para se realizar o screening e a selegdo em
larga escala, tais como as Scanalyser*T (LemnaTec) e PlantScreen™ Conveyor
Systems (Qubti Systems), desenvolvidas para casas de vegetagdo, e as Scanalyser
FIELD (LemnaTec) e PlantScreen™ Field Systems (Qubti Systems), para
condigdes de campo (GIGLIOTT et al., 2015).

A seguir, serdo apresentadas técnicas de imagens espectroscopicas que vem
sendo amplamente difundidas em estudos relacionados as doengas de plantas e
estresses em geral, as quais podem ser aplicadas em plataformas de fenotipagem

em larga escala em programas de melhoramento genético de plantas.

4.4.1. IMAGENS RGB

As imagens sdo compostas pelas cores primarias: vermelho (RED), verde
(GREEN) e azul (BLUE). Cada pixel das imagens tem um valor para cada cor, com

base no modelo de cor RGB, que ¢ o espaco de cor tridimensional para descrever
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a cor (RUSS, 2002). A cor do pixel ¢ definida pelo matriz, saturacdo e intensidade
(hue, saturation and intensity — HSI), os quais sd@o mais frequentemente usados
para areas separadas de interesse que compartilham tragos comuns na imagem, em

que esse processo ¢ denominado segmentagao (Figura 2).

Figura 2. Imagens de folhas de Toranja (Citrus x paradisi) com sintomas de cancro

citrico, doenca ocasionada por Xanthomonas axonopodis pv. citri and Xanthomonas
axonopodis pv. aurantifolii; (A) imagem da folha original, e evidenciando os
planos matriz (B), saturacdo (C) e intensidade(D). Fonte: Bock et al. (2010).

A matriz é a cor pura do pixel, a saturacdo ¢ a quantidade de cor ¢ a
intensidade ¢ o brilho. Durante o processamento da imagem, deve ser feita a
elimina¢do do primeiro fundo da imagem. Apo6s a remocao do fundo, a matriz
pode ser encontrada para ser um critério mais eficiente para delinear areas sadias
de areas doentes a partir da imagem colorida, e o plano de intensidade ¢ mais
comumente utilizado para imagens em preto e branco (LAMARI, 2002). O limiar
¢ o processo para delinear areas especificas de interesse, como por exemplo, area
doente a partir de uma folha saudavel. Esse processo se baseia na distribui¢do de
cor nos pixels dentro da érea selecionada da imagem, o qual possibilita realizar
uma configuracdo para a distingdo “correta” de areas saudaveis de doentes. Para
se calcular a porcentagem de area doente e/ou contagem das lesdes, ¢ utilizado o
nimero de pixels na area doente x saudavel (BOCK & NUTTER, 2011).

Na Figura 3 ¢ verificado, por meio do uso de imagens RGB, o progresso da
infeccdo por Phytophthora infestans (Mont.) de Bary em batateira no campo. A
coloragao vermelha foi utilizada para ilustrar partes danificadas. Verifica-se que em
algumas parcelas mantiveram-se folhas sadias, evidenciando os diferentes niveis

de resisténcia a doenca dos genotipos avaliados (SUGIURA et al., 2016).
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(d) (e) [}

()] (k)

Figura 3. Progresso da infecgdo de P, infestans em batateira por meio da captura de
imagens RGB. Observagao: o plantio dos tubérculos foi realizado em 3 de maio de
2012 e captura das imagens em 17 (a), 18 (b), 23 (c), 25 (d), 26 (e), 27 (f) e 30 (g)
de julho, e 2 (h), 3 (i), 7 (j), e 15 (k) de agosto de 2012. Fonte: Sugiura et al. (2016).

4.4.2. FLUORESCENCIA DA CLOROFILA ¢ EIMAGENS TERMOGRAFICAS

A fluorescéncia da clorofila é constituida da reemissao do excesso de energia
como luz de comprimento de onda mais longo, normalmente na regido do vermelho
distante (MAXWELL & JOHNSON, 2000). A dissipagdo termografica também
varia dependendo das condi¢gdes ambientais e do tipo de estresse (BUSCHMANN,
1999). O uso de imagens de fluorescéncia da clorofila tem sido amplamente
usado em estudos das respostas fotossintéticas ao ambiente, promovendo um
monitoramento nas alteracdes da emissdo da fluorescéncia da clorofila, antes
mesmo do aparecimento de sintomas visiveis, acerca de estresses abiodticos e
bidticos (CHAERLE & VAN DER STRAETEN, 2001), a exemplo das doengas
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de plantas.

Um fator que contribui para a limitagdo da fotossintese ¢ o fechamento
estomatico, diminuindo o nivel interno de CO,, bem como a diminuigdo da
transpira¢do, o que aumenta a temperatura foliar. As imagens termograficas
revelam a temperatura foliar instantdnea e permite o monitoramento da condutancia
estomatica, sendo um método ndo invasivo, e sim, remoto (CHAERLE & VAN
DER STRAETEN, 2000). Ambas tecnologias citadas anteriormente podem revelar
o progresso das doengas de plantas precocemente e com alto contraste (OERKE et
al., 2006;), o que contribui para o decréscimo no tempo requerido para verificar a
resisténcia ao estresse, aumentando o poder de discriminar.

Os sinais da fluorescéncia dependem diretamente das taxas de fluéncia de
fotons fotossintéticos, devido a sua natureza fisiologica complexa (MAXWELL
& JOHNSON, 2000). Existe entdo, uma diferenca no seu sinal, de acordo com a
adaptagdo ao escuro (F , F ) ou sob iluminagdo (F’, F ’), sendo que sob adaptagdo
ao escuro superior, o que pode impactar em variagdes na deteccao de medidas de
doengas fungicas, por exemplo (BAURIEGEL & HERPPICH, 2014).

As técnicas de imagens de fluorescéncia da clorofila atuais usam condig¢des
para a detecgdo de giberela, medindo o pardmetro F /F _, o que requer adaptagdes
(BAURIEGEL et al., 2011). Portanto, como podem haver diferencas nas taxas de
fluéncia de fotons a exposi¢ao direta a luz do sol, é requerida uma adaptacao das
plantas ao escuro de aproximadamente dez minutos (HERPPICH et al., 2012).
A aplicacdo desta tecnologia pode ser verificada na Figura 4, a qual mostra dois
niveis de infec¢@o de Fusarium em trigo, obtida por imagens da fluorescéncia da
clorofila (parametro F /F ), apos adaptagdo ao escuro.

Na Figura 5, esté ilustrando o uso da tecnologia de imagens termograficas, em
que ¢é verificado o dano ocasionado pelo tobacco mosaic virus TMV (CHAERLE et
al., 2007b). Ja na Figura 6 ¢ claramente verificado que as imagens de fluorescéncia
da clorofila promoveram a detec¢do de sinais pré-visuais apos a infecgdo por
pulverizagdo com Cercospora beticola em beterraba sacarina. Além de distinguir
precocemente a diferencga entre o genotipo suscetivel do resistente, o que fora
verificado sete dias apos a inoculagdo (CHAERLE et al., 2007a).
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grau de infeccdo: 90% grau de infeccdo: 30%

escala de cores
falsas

Figura 4. Imagens de fluorescéncia da clorofila mostrando niveis de infecgao

de Fusarium em trigo obtidas através do parametro F /F . Fonte: adaptado de
Bauriegel & Herppich (2014).

Figura 5. Resposta hipersensitiva de tabaco ao TMV (Tobacco Mosaic Virus);
a esquerda, imagens termograficas; 2 dias apos a inoculacdo (A) e 8 dias apds a
inoculagdo (B). Fonte: Chaerle et al. (2007b).
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Figura 6. Diferencas na intensidade de fluorescéncia na folha de genotipo suscetivel

(S) e resistente (R) de beterraba sacarina apos a infecgdo com C. beticola. “dpi:

dias ap6s a inoculagdo”. Fonte: Chaerle et al. (2007a).
5. CONSIDERACOES FINAIS

A Fisiondmica voltada a resisténcia de plantas a fitopatogenos, caracteriza-se
pela utilizagdo de um conjunto de técnicas “high-throughput” visando maximizar

e automatizar a capacidade de obtengdo de fenotipos resistentes, possibilitando
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programas de melhoramento genético obter genotipos superiores de interesse
com resisténcia basal a fitopatogenos, de forma mais eficiente e precoce. Além
disso, potencializando andlise combinada mais sofisticada de estudos de genoma,
transcriptoma, epigenoma, proteoma e metaboloma. Para tal, ¢ necessario
reunir esforcos de diferentes profissionais de diversas areas do conhecimento,
especialmente bioinfomatas, fitopatdlogistas, fisiologistas e melhoristas de
plantas, para sistematiza¢do dos dados obtidos com os reais sentidos bioldgicos

e agrondmicos.
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Capitulo 05

FRUTO DE Euterpe edulis E Euterpe olereceae: USOS
ALIMENTICIOS, MEDICINAIS E COSMETICOS

Aléxia Gongalves Pereira
Liana Hilda Golin Mengarda
Marina Santos Carvalho
Ramon Azevedo Braz

Adésio Ferreira
1. INTRODUCAO

As palmeiras sdo plantas pertencentes familia Arecaceae, cuja abrangéncia
envolve as florestas tropicais. Sdo listadas para a familia cerca de 2.400
espécies, distribuidas em 183 géneros, sendo 39 géneros encontrados no Brasil
(MARTINELLI & MORAES, 2013). O género Euterpe ¢ catalogado em todas
as regioes brasileiras, sendo encontrado na Amazodnia, no Cerrado e na Floresta
Atlantica (LEITMAN et al., 2013).

No Brasil as espécies Euterpe precatoria, Euterpe oleracea e Euterpe edulis
tém sido exploradas para a alimentacdo humana seja para a extracdo de palmito
ou para produgdo de acai a partir dos frutos. A espécie Euterpe oleraceae é uma
palmeira conhecida como acaizero, nativa da regido amazdnica e caracteristica
dos estados do Amapa, Maranhao, Pard, Tocantins e Goids (Figura 1). O acaizero
¢ uma planta estolonifera, ou seja, um individuo adulto pode apresentar até 25
estipes em diferente estddio de desenvolvimento. A espécie Euterpe edulis é
uma palmeira de estipe tnico, conhecida como Jugara ou palmiteiro. E nativa da
Floresta Atlantica, encontrada continuamente desde os estados da regido Sul até o
os do Nordeste (Figura 1). Existem relatos de ocorréncia de populagdes naturais
também nos estados do Maranhdo e em Goias, cujo os biomas s3o Amazonia e
Cerrado respectivamente (LEITMAN et al., 2013).
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Figura 1. Mapa da Distribuigdo geografica das espécies Euterpe edulis (verde),
Euterpe oleracea (azul) e Euterpe precatoria (rosa) no Brasil. As ocorréncias
foram obtidas do site Species Link (http://www.splink.org.br).

Por muitos anos essas palmeiras foram utilizadas para a obten¢@o do palmito,
um produto retirado do meristema apical, proximo a base das folhas. Por ser pouco
fibroso e macio, o seu consumo ocorre in natura, cozido ou em conserva. Devido ao
sabor, qualidade e valor elevado, o palmito extraido da Euterpe edulis é procurado
para culindria e consequentemente passou por um processo de explorag¢do ao longo
dos anos. Por ser uma espécie com incapacidade de rebrotar e que possui apenas
um estipe, a extracdo acarreta a morte da planta, pois € necessario a derrubada e
a retirada de todas as folhas para a obtengdo do palmito (Figura 2). Além disso,
essa espécie possui crescimento lento, sendo necessario, em média seis a dez anos
para que o palmito atinja o tamanho ideal para corte (TROIAN, 2014). Com o
extrativismo sem controle, detectou-se a diminui¢do da densidade populacional
e o comprometimento das populacdes naturais de E. edulis (FATINI et al., 2000).

O palmito obtido a partir da E. oleracea também possui valor de mercado, sendo
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aceito pelos consumidores. Esta, por ser uma planta estolonifera, o manejo
possibilita a extracdo do palmito sem prejudicar a planta, garantindo colheitas
constantes (OLIVEIRA, 2016).

Figura 2. Cachos de frutos verdes e maduros da espécie Euterpe edulis (A). Fruto

maduro de Euterpe edulis com destaque para a propor¢ao entre a polpa e a semente
(B). Sementes de jucara apos o processo de despolpa (C) para produgdo de suco.

Fotos extraidas do site Systematik.

As espécies E. precatoria, E. oleracea ¢ E. edulis produzem cachos com
frutos redondos e pequenos que quando maduros apresentam cor roxa quase
preta, com a semente correspondendo a maior por¢do do fruto, e com a polpa
correspondendo cerca de 15% (Figura 3). Da polpa ¢ extraido, uma emulsao
com elevado valor energético e rico em antioxidantes, conhecidos como acai (E.
oleracea e E. precatoria) e Jucai ou acai da jugara . O consumo do agai da E.
oleracea é herdado do habito de alimentagdo indigena e que foi implementado nas
cidades, principalmente no norte do pais (SCHIRMANN et al., 2011).

A crescente preocupag¢do com a saude e com a boa forma tem elevado
o interesse da populacdo em consumir alimentos sauddveis e nutritivos.
Nesse contexto, o acai tem se destacado por ser considerado uma superfruta
devido ao elevado valor nutricional e ser rico em nutrientes e antioxidantes
(FELZENSZWALB et al., 2013). O agai ¢ um alimento energético de baixo valor
glicémico, com grandes proporgdes de acidos graxos insaturados como 6mega 3,
6 ¢ 9. Pode-se considera-lo um completo nutricionalmente, pois possui também
proteinas, fibras alimentares, vitaminas A, C e E, e micronutrientes como calcio,

cobre, ferro, fésforo, magnésio, manganés, potassio, sddio e zinco (DEL POZO-
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INSFRAN et al., 2004; LICHTENTHALER et al., 2005; SCHAUSS, 2006;
BRITO, 2007; ROSSO, 2008; BICUDO, 2014; ROCHA, 2017; CARDOSO
et al., 2018). O acai é apreciado pelos consumidores e pode ser consumido em

forma de suco, sorbet, bolos, paes, farinha, iogurte e em molhos para carnes (DI
PIETRO et al., 2017; GERALDI et al., 2018; SANTANA et al, 2018).

Figura 3. Extragdo do palmito da espécie Euterpe edulis. Esse processo promove

a morte da palmeira, devido a derrubada do individuo. Figura extraida da cartilha
da Rede Jugara (TROIAN, 2014).

A populariza¢do do consumo de agai se espalhou todo o pais e também
no exterior, promovendo o aumento da demanda de frutos. A semelhanca fisico-
quimicas e de sabor entre os frutos provenientes do agai de E. oleracea e os da
palmeira jugara, possibilitou a sua utilizagdo para suprir um crescente o nicho do
mercado, possibilitando uma fonte de renda através da exploragdo sustentavel e a
manutencdo da espécie no ambiente natural (CORADIN et al., 2011).

Os frutos do agai e da jucara além de constituirem alimentos funcionais, tem
sido utilizado para outras finalidades, principalmente devido a agdo antioxidante
das antocianina (FELZENSZWALB et al., 2013). Na medicina, tem-se demostrado
que o consumo desses alimentos auxilia na preven¢do de doencas cronicas
desencadeadas pelo estresse oxidativo como cancer e doencas cardiovasculares
e neurodegenerativas (OLIVEIRA et al., 2015), além da agao antiinflamatoria, de
melhora imunoldgica, no diabetes tipo 2 ¢ no envelhecimento (PORTINHO et al.,
2012). Os frutos também tém sido visados para a producdo de cosméticos para
pele e cabelos como fotoprotetor, minimizando os efeitos da radia¢do ultravioleta,

como fonte de hidratacdo e para o combate ao envelhecimento precoce por agdo
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dos antioxidantes (MONTEIRO et al., 2017).

Como E. edulis se trata de uma espécie pouco domesticada, a intervengao da
pesquisa se torna necessaria a fim de direcionar a produgdo, ampliar a oferta, obter
um produto de melhor qualidade a precos menores. Neste sentido, o conhecimento
cientifico e tecnoldgico acumulado sobre o acai da Amazdnia (obtido da palmeira
Euterpe oleracea) pode servir de referencial tedrico e ser adaptado para a produgao
de acai da Mata Atlantica (MIRO; CHIQUETTO, 2016).

2. O QUE TEM NOS FRUTOS DE Euterpe oleracea E Euterpe edulis?

Historicamente os frutos de Euterpe oleraceae, o agai, tem sido utilizado na
alimentacdo humana. Com o aumento da procura por alimentos saudaveis, o acai
tem se destacado por ser considerado uma superfruta. Apesar de ndo existir na
literatura valores concretos, por defini¢ao uma superfruta € aquela que com elevado
valor nutricional, rica em nutrientes e antioxidantes, que proporciona beneficios
a saude e que tenha sabor apreciado pelos consumidores (FELZENSZWALB et
al., 2013).

Os frutos de agai e de jucara sdo ricos em antocianinas, um composto da
familia dos flavonoides responsavel pela colora¢do roxa escura da polpa e da
bebida, que atribui a propriedades antioxidantes a esses frutos. As principais
antocianinas descritas para ambas as espécies sao cianidina 3-glicosideo e cianidina
3-rutinosideo (BICUDO, 2014; ROCHA, 2017). Tanto no agai quanto na jugara
sdo relatadas a presenga de outras antocianinas (quadro 1).

Na literatura os valores totais de antocianina variam devidos a diversos
fatores. As avaliagdes sdo influenciadas pela estagdo e pelo o estadio de maturagéo
do fruto no momento da colheita. Sabe-se que o clima frio dos meses de maio
a junho, a diminuicdo da intensidade da luz e o maior grau de maturidade dos
frutos favorece o acumulo de antocianinas e a maior quantificagdo (ROGEZ, 2000;
BICUDO,2014). Em contrapartida, a presenca de chuvas no periodo de maturagao

tende a diminuir os teores de antocianinas nos frutos (FALCAO et al., 2008).
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Quadro 1. Antocianinas detectadas em polpa de agai (Euterpe oleracea) e jugara

(Euterpe edulis) e referéncias.

Euterpe oleracea

Euterpe edulis

Referéncias

Cianidina 3-glicosideo

Cianidina 3-glicosideo Cianidina

laderoza, (1992)

Cianidina 3- arabinosil-
arabinosideo

Cianidina 3-rutinosideo 3-rutinosideo Strack, Wray
(1994)
Cianidina 3- arabinosideo - Bobbio (2000)

Pelargonidina 3-glucosideo

Del Pozo-Insfran
et al. (2004)

Peonidin-rutinosideo

Lichtenthéler et

Peonidina — 3 — galactosideo
Cianidina -3 — pentosideo

Peonidina — 3 — ramnosideo —
galactosideo

Cianidina — 3- trans — ramnosideo
385- galactosideo

385- ramnosideo

al. (2005)
Cianidina 3- sambudiosideo,
Peonidina 3-rutinosideo - Schauss et al.
Peonidina 3-glucosideo (2006b)
Pelargonidina 3-glicosideo,
- Pelargonidina 3-rutinosideo Cianidina | Brito (2007)
3-ramnosideo
Cianidina-3-ramnosideo - Rosso et al.
Pelargonidina-3- rutinosideo (2008)
Cianidina 3-O-diglicosideo
Peonidina 3-O- glicosideo Bicudo (2014)
Peonidina 3-O- rutinosideo
Cianidina -3,5- diglucosideo
Cianidina -3- galactosideo
Cianidina -3- glucosideo
Cianidina -3- soforosideo Rocha (2017)
Cianidina -3- pentosideo
Cianidina - 3 — ramnosideo-galactosideo
Cianidina — 3 — pentosideo- galactosideo
Cianidina — 3 — ramnosideo-
galactosideo
Pelargonidina — 3 — glucosideo
Pelargonidina — 3 — ramnosideo-
galactosideo
Cianidina — 3 — cis — ramnosideo Rocha (2017)

*Por questdo de organizagdo, foram apresentados unicamente os novos compostos descritos

para cada espécie pelos autores nos anos de 1992 a 2017.
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A metodologia utilizada para a analise e o tipo de tratamento do material,
se liofilizado, congelado ou fresco também proporciona alteragdes nas medigdes
de antocianina (LICHTENTHALER et al., 2005; SCHAUSS, 2006; ROSSO,
2008). Esses teores também variam entre as espécies E. oleraceae ¢ Euterpe
edulis. laderoza em 1992, ao trabalhar com ambas as espécies, em uma analise
qualitativa, conseguiu determinar que os frutos de jucara apresentavam cerca de
quatro vezes mais antioxidante que os do acai. As quantifica¢des para o agai
relatada na literatura variam entre 263 mg/100g na polpa fresca (BOBBIO, 2000),
282,5 mg/100g na polpa congelada (SCHAUSS et al. 2006) a 319 mg/100g
polpa liofilizada (ROSSO et al., 2008). Para Jugara os valores encontrados para
polpa liofilizada variaram de 236,19 mg/100g (BICUDO, 2014) a 2.956 mg/100g
(BRITO, 2017).

A polpa do acai constitui um alimento energético, em 100g de polpa
liofilizada encontra-se de 65,7 Kcal, agai textura média com 12,5% de matéria seca
(ROGEZ, 2000), 2489,39 Kcal MENEZES et al., 2008). Para jugara os valores de
variam de 83 Kcal (INADA, 2015) a 403 Kcal (GUERGOLETTO, 2016) em 100g
de matéria seca. Os lipidios sdo responsaveis pela maior proporcao das calorias
podendo corresponder de aproximadamente 40% (MENEZES et al., 2008) a 50%
da matéria seca e até 90% da bebida (ROGEZ, 2000; CARDOSO et al., 2018).

O 6leo de agai ¢ um subproduto obtido do processo de clarificagao da polpa.
Nesse processo ocorre uma centrifugacdo e uma filtragdo por micromembranas
da polpa do agai. O resultado sdo dois produtos, o suco do agai mais limpido e
translucido, e o 6leo do acai um fluido viscoso de cor verde escuro (MATTA et
al., 2010). Esse 6leo vegetal pode ser comparado com outros 6leos mais utilizados
no mercado como o de améndoas ¢ o azeite de oliva (PACHECO-PALENCIA et
al. 2008).

A fragdo lipidica do acai ¢ composta em sua maioria (74%) por acidos graxos
insaturados, como o acido oléico (6mega 9), acido linoléico (6mega-6) e linolénico
(6mega 3). Dentre os acidos graxos saturados destaca-se o acido palmitico
(cerca de 24%) e o acido estearico (ROGEZ, 2000; NASCIMENTO et al., 2008;
PACHECO-PALENCIA, 2008b; SCHIRMANN, 2009). Em E. edulis é o acido
palmitico ¢ o principal 4cido graxo saturado. Dentre os 4cidos graxos insaturados

dessa espécie destacam-se o oléico e o linoleico. Autores como Schirmann (2009)
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ao comparar E. edulis ¢ E. oleracea encontraram valores médios de acido graxo
muito proximos (cerca de 72% dos lipidios da polpa seca). Entretanto ao contrastar
os valores obtidos para jugara (SCHIRMANN, 2009) com os publicados para E.
oleracea por Nascimento et al., em 2008 (68,16%) e Rogez em 2000 (67,5%),
percebemos que E. edulis apresentou valor superiores.

O agai ¢ um alimento de baixo valor glicémico, podendo a priori ser oferecida
aos diabéticos, pois ndo ¢ uma fonte de rapida disponibilidade energética. Estudos
mostram que os principais agucares disponiveis sdo glicose, frutose e maltose
(ROGEZ, 2000; ALEXANDRE et al., 2004). Os teores de agucares totais em 100g
de massa seca de acai variam de 2,96% (ALEXANDRE et al., 2004) a 3,55%
(ROGEZ, 2000). Em jucara os valores de agucares variaram de 1,2% (SILVA et
al, 2004) a 3,8% (GUERGOLETTO, 2016) em 100g de polpa liofilizada. Dessa
forma, a polpa da jugara apresenta teores de agucares totais superiores ao da polpa
de agai. Ao juntarmos os dados de teores de agucares totais e lipidios é possivel
atribuir que E. edulis possui valor energético maior ou equiparado a E. oleracea.

O conteudo proteico da polpa do acai ¢ em média 10% de 100g de massa
seca (ROGEZ, 2000; BICUDO 2014), podendo ser encontrado cerca de 7% nos
estudos de Schauss (2006) e Silva ef al. (2004). Para Jugara os valores variam de
0,09% (RIBEIRO et al., 2011; PAIM et al.,2016) a 8,21% (BORGES, 2013). No
fruto encontra-se também uma por¢ao de fibras totais de cerca de 25% (ROGEZ,
2000; BICUDO, 2014) da polpa liofilizada. Para jucara esse valor se situa na faixa
de 34,2% a 44,4% da polpa liofilizada (SCHAUSS, 2006; RUFINO, 2016).

A composi¢do do acgai permite considera-lo um alimento completo
nutricionalmente, pois além dos teores de lipidicos, de compostos fenolicos,
proteinas, fibras alimentares, da presenca de vitaminas A, C e E, existe os teores
de macro e micronutrientes. Diversos autores analisaram os componentes minerais
de polpas de acai e jucara (Quadro 2). Pelos dados pode-se concluir que ambas
as espécies apresentam quantidades proximas desses elementos, com excegdo do
ferro, zinco e potassio, maiores em E. edulis (SILVA et al., 2004; BICUDO, 2014).

Apesar da grande quantidade ferro nos frutos de acai e de jugara, esse ¢
o micronutriente com menor biodisponibilidade no organismo (MENEZES et
al., 2008). Schulz et al. (2017) em um teste in vitro com polpa de jucara obteve

uma taxa de 0 a 29,5% de assimilagdo de ferro pelas células. Esse resultado ¢
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influenciado pelas concentragdes de proteinas, pois sdo elas que aumentaram a
bioacessibilidade pela reducao e quelagdo de ferro. Quanto maior a maturagdo dos
frutos, maior os teores de proteinas e maior a absorcao de ferro pelas células. O
consumo de vitamina C junto com a polpa de ag¢ai e jucara aumenta a absor¢ao do
ferro pelo organismo. Podendo ser uma alternativa de consumo e maximizagao dos
nutrientes existentes nesse alimento (SOUZA; RODRIGUES, 2016).

De acordo com Brito et al. (2007), no Brasil, a jucara é menos consumida
que o acai. Tal afirmagao ndo ¢ justificada perante os valores nutricionais das duas
espécies e nem pelo sabor, até porque ambas possuem o sabor semelhante, sendo a
jucara inclusive mais doce que o acai. A explicacao fica por conta da pouca procura
por esses frutos pelo mercado e devido a disponibilidade do produto para venda. A
produgao de polpa para atender a demanda do comércio, ainda cabe aos pequenos
agricultores e as cooperativas, que utilizam o manejo sustentavel como forma de
obteng¢do dos frutos de jucara (SOUZA; LORENZI, 2008).
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Quadro 2. Elementos minerais em mg/100g de massa seca de polpa de agai e
jucara. Quadro adaptado de Cardoso et al. (2018).

Elementos . A . A .
Minerais E. edulis Referéncia E. oleracea Referéncia
1040,6 | Silva etal., 2013 100 Novello, 2011
) 596,7 | Schuluz etal., 2015 330 Menezes et al., 2008
Calcio (Ca)
76,4 Novello etal., 2015 260 Schauss, et al., 2006
100 lanada et al., 2015 - -
9,93 Silva etal., 2013 1,11 Novello, 2011
Cobre (Cu) 1,11 Novello etal., 2015 - -
0,5 lanada et al., 2015 - -
65,3 Silva etal., 2013 52 Novello, 2011
7,2 Schuluz et al., 2015 4.4 Menezes et al., 2008
Ferro (Fe)
5,2 Novello etal., 2015 4.5 Schauss, et al., 2006
43 lanada et al., 2015 - -
1324,5 | Silva etal., 2013 26,7 Novello, 2011
Fosforo (P) 26,7 Novello etal., 2015 54,5 Menezes et al., 2008
41,2 lanada et al., 2015 - -
974,4 Silva etal., 2013 98 Novello, 2011
. 183 Schuluz etal., 2015 142.4 Menezes et al., 2008
Magnésio (Mg)
98 Novello etal., 2015 - -
474 lanada et al., 2015 - -
33,6 Silva et al., 2013 23,9 Novello, 2011
8,4 Schuluz etal., 2015 10,7 Menezes et al., 2008
Manganés (Mn)
23,9 Novello et al., 2015 - -
3,0 lanada et al., 2015 - -
1090,8 | Silva etal., 2013 892,2 Novello, 2011
. 1291,5 | Schuluz et al., 2015 900 Menezes et al., 2008
Potassio (K)
892,2 | Novello etal., 2015 - -
419,1 lanada et al., 2015 - -
14,2 Schuluz etal., 2015 1493 Novello, 2011
Sédio (Na) 1493 Novello etal., 2015 - -
17,3 lanada et al ., 2015 - -
27,1 Silva et al., 2013 2,07
. 2,8 Schuluz et al., 2015 - -
Zinco (Zn)
2 Novello et al., 2015 - -
0,9 lanada et al., 2015 - -
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3. USO DA POLPA DE PALMEIRA JUCARA NA ALIMENTACAO

Embora o uso tradicional mais conhecido do E. edulis como alimento ainda
seja o palmito, este uso € restrito e precisa atender a legislagdo de manejo, uma vez
que se trata de uma espécie nativa e ameagada. (NODARI et al., 1987; CONTE et
al., 2000). Logo, em detrimento da necessidade de direcionar ao uso sustentavel e
a urgente questdo da conservacdo da espécie, serdo listados os usos da polpa dos
frutos da palmeira jucara na alimenta¢do humana.

Os frutos de jugara possuem propriedades sensoriais e nutricionais
semelhantes ao acai (DI PIETRO et al., 2017). O “agai do Pard” ou “agai da
Amazonia” que provém do agaizeiro (E. oleracea) é considerado um dos frutos
mais nutritivos cultivados na Amazdnia; da mesma forma E. edulis produz frutos
dos quais pode ser extraida a polpa, chamada de “jugai”. Contudo, como o termo
acai ¢ amplamente difundido nacional e internacionalmente, a polpa de jucai, é
comumente comercializada como agai, uma vez que isto facilita o comércio e
valoriza monetariamente o produto.

Inicialmente o consumo de polpa de agai era mais visada por atletas de alto
rendimento, devido ao alto teor energético. Contudo, as crescentes informagdes
sobre os beneficios do consumo do agai a saide humana e o sabor muito agradavel
quando processado, tem favorecido a aceitagdo do produto pela populacdo em
geral. As principais formas de consumo da polpa de jucara e agai sdo sorbet, sucos,
vitaminas, iogurte e farinha (polpa liofilizada) como demostrada na figura 4.

Sorbet de jucai - O sorbet, diferente do sorvete, feito com produtos lacteos
e gorduras, ¢ feito com agua e frutas, e sem a adigdo de gorduras. E a forma
mais difundida de consumo da polpa de jugai. Ha grande incentivo para que os
produtores de polpa beneficiem o produto em sorbet, agregando valor ao produto,
aumentando o retorno financeiro e ampliando a cadeia produtiva. Para tanto,
aproveitando a tendéncia dos ditos “alimentos funcionais”, o sorbet de jugai pode
ser fabricado usando ingredientes organicos e com menor incremento caldrico:
adicionando agticar demerara organico como substituto ao agticar refinado, calda
de agave organico em substituicdo ao xarope de glucose, guarana, goma guar,

goma xantana e acidulante 4cido ascorbico (JUCAI®, 2018).
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2

Figura 4. Principais formas de consumo da polpa da jucara (E. edulis) e do
acai (E. oleracea), (A) sorbet, (B) sorvete, (C) sucos e vitaminas, (D) salgado
com farinha de tapioca e camarao e (E) farinha.

Em geral, o sorbet ndo contém corantes, aromatizantes e conservantes
artificiais, nem gliten, lactose ou gorduras trans. Dependendo da base e da fruta
que pode ser incluida no processamento (banana, goiaba, maracuja, morando, entre
outras), para cada 100 ml do produto sdo disponibilizadas de 80 a 90 calorias, ¢
cerca de 60 mg de antocianinas (JUCAI®, 2018).

Em estudo comparativo entre sorbets elaborados com polpa de agai e de
jucara, foram avaliados a atividade antioxidante, os polifenois, as antocianinas,
o pH, a acidez, os solidos soltiveis e a coloracao. Verificou-se que as polpas sdo
fisico-quimicamente semelhantes e que os sorbets preservaram grande parte dos
nutrientes. Contudo, o sorbet de jucara mostrou melhores resultados quanto aos
parametros bioativos (antioxidantes e antocianinas) e coloragdo mais intensa
(SIQUEIRA et al., 2018).

logurte de jugai - logurtes sdo produtos lacteos consumidos em todo o

mundo e podem ser suplementados com substancias que proporcionam beneficios
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adicionais a saude. O processamento da polpa de jucara e a sua adicdo em iogurte
natural é comprovadamente favoravel ao aumento da resisténcia probiotica
(Lactobacillus acidophilus) as condigdes gastricas e entéricas e, assim, indicam que
a polpa jucara é um ingrediente potencial para a producao de iogurtes probiodticos
(GERALDI et al., 2018).

Suco de ju¢ai - Apos a extragdo e sua diluicdo, a polpa de jucai pode ser
destinada a fabricagdo de sucos. Um estudo avaliou o efeito da ingestdo de sucos
de jucara e agai em biomarcadores de estresse oxidativo em voluntarios saudaveis.
Os biomarcadores do estresse oxidativo analisados foram a glutationa peroxidase,
a superoxido dismutase, a catalase, a capacidade antioxidante total e o estado
oxidante total. Os sucos de jucara e acai diminuiram significativamente o estado
oxidante total apds 1h e 2h da ingestdo. A atividade da catalase aumentou apds
1 hora de ingestdo do suco de jugara e apds 2 horas do consumo do agai, o que
demonstra um efeito positivo do consumo de jucara e agai em forma de suco
sobre a capacidade antioxidante e na atenuacdo de danos oxidativos em individuos
saudaveis (DI PIETRO et al., 2017).

Farinha de jugai - Apos a extracdo da polpa de jugai, esta pode ser
transformada em farinha através do processo de moagem e desidratacdo (secagem).
A desidratacdo pode ser realizada por secagem ou liofiliza¢do. A farinha de jucai
pode ser beneficiada pelo processo de secagem por atomizagdo utilizando-se
misturas de amido modificado (AM), concentrado proteico de soro de leite (CPL)
ou isolado proteico de soja (IPS), como agentes carreadores (SANTANA et al,
2018).

A liofilizagdo da polpa ¢ a forma mais seguras de se manter a composi¢ao
bromatolédgica e as propriedades nutricionais, além de facilitar a logistica de
transporte, armazenamento e comercializacdo. A polpa de jucai liofilizada ¢
comercializada sob precos que chegam a R$ 100 Kg ' (SANTANA et al, 2018).

Todas essas formas de consumo da polpa de agai e jucara, fomenta o comercio
dos frutos. Essa demanda possibilita a criagdo de fonte de renda na zona rural,
permite aos agricultores trabalharem em conjunto formando redes de cooperados,
gerando empregos desde a coleta, ao beneficiamento e distribui¢do. O apelo
ecologico da jugara, acrescenta valor aos produtos comercializados e impulsiona

o agroturismo. Esse podendo ser um nicho a ser explorado pelas familias rurais,
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através de passeio com roteiro que incluam todo o processo de obtengao da polpa
da mata a mesa, incluindo a parte gastronomica dos cafés coloniais com comidas

desenvolvidas com a polpa dos frutos.

4. USO DA POLPA DE PALMEIRA JUCARA NA MEDICINA

O fruto da Euterpe edulis, assim como o agai possuem grande quantidade
de antocioninas, flavonoides e acidos fendlicos, compostos como potencial
atividade antioxidante (BICUDO, 2014). Quando ingeridos, esses compostos
ajudam a proteger as células contra danos do estresse oxidativo, estabilizando
ou desativando os radicais livres, antes que ataquem as células (PISOSCHI &
POP, 2015), e tornando-se importantes aliados na prevengao de doengas cronicas,
principalmente as cardiovasculares (SZAJDEK & BOROWSKA, 2008; REIS et
al., 2016). Esse composto tem sido testados in vitro e in vivo tanto em humanos
quanto em animais (BORGES et al., 2013; BICUDO et al., 2014; SCHULZ et al.,
2015; CARDOSO et al., 2015; OYAMA et al., 2016), e estdo sendo relacionados
a melhora da atividade antioxidante, dos perfis lipidicos, glicémico e modulagdo
do estado inflamatorio (CARDOSO et al., 2015; OYAMA et al., 2016).

A composi¢ao nutricional do fruto de jugara também ¢ interessante como
fontes de acidos graxos insaturados (BORGES et al., 2011; SCHULZ et al., 2015).
No geral, esses acidos sao os dominantes na fragdo lipidica e estdo associados a
beneficios a satide por diminuirem os niveis de colesterol LDL e triacilglicerois
no sangue, serem associados a reducdo do risco de doencas cardiovasculares
(DAMODARAN et al., 2010), bem como a lipogénese hepatica (HARRIS et al.,
2006).

A atividade bioldgica do extrato hidroalcodlico de sementes de agai também
tem sido testado in vivo em diferentes modelos, tendo com resposta o efeito anti-
hipertensivo, anti-inflamatorias e na redu¢do do dano oxidativo (COSTA et al.,
2012; MOURA etal.,2012; BEM etal., 2014). Esses achados sugerem propriedades
terap€uticas dos extratos das sementes de agai, podendo ser promissor no uso
medicinal.

Os beneficios para a satde proporcionada pelos antioxidantes e pela

fracdo lipidica (0leos) ndo se restringe somente a prevengdo de doengas. Muitos
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compostos que estdo sendo estudados devido a acdo medicamentosa, também t€m

atraido a industria farmacéutica para integrar a composicao de cosméticos.
5. USO DA POLPA DE PALMEIRA JUCARA EM COSMETICOS

E indiscutivel que se possa cuidar da saude e da beleza sendo ecologicamente
consciente. O uso de fito cosméticos esta crescendo exponencialmente no Brasil e
no mundo, por ser mais natural e por permitir o cuidado mais do que especial ao
corpo (DUAILIBI, 2007). O acai (Euterpe oleracea) e o jucara (Euterpe edulis)
sdo concorrentes diretos neste mercado, por serem consideradas como “super”
plantas e produzirem frutos repletos de compostos de interesse farmacéutico e
cosmético (SCHAUSS et al., 2006; PACHECO-PALENCIA et al., 2008).

Consideradas por muitos pesquisadores como plantas medicinais, estas duas
espécies apresentam em sua composi¢do altos teores de antocianinas, compostos
fenolicos e caracteristicas emolientes em sua composi¢ao quimica, algo relevante
para a composi¢ao dos cosméticos (MANTOVANI, 1998; MANTOVANI 2003).
Bobbio et al., (2002), Del Pozo et al., (2004), Gallori et al., (2004), Schauss et
al., (2006) e Rosso et al., (2008) também identificaram antocianinas em polpa
de E. oleracea, em teores que se assemelham a outros frutos ja conhecidos e
comercializados, alguns ja consagrados pela industria de produtos de beleza e
bem-estar.

Os radicais livres desempenham alguns papéis no organismo, dentre eles a
producdo de energia, a sinalizagdo intercelular e a fagocitose. Porém, a desarmonia
entre os radicais livres e os antioxidantes ocasionam danos ao organismo, o chamado
estresse oxidativo. Dentre algumas consequéncias, o estresse oxidativo acarreta o
envelhecimento precoce e algumas dermatites (SIES et. al., 2005; ALVES et. al.,
2010). Diante da a¢do dos antioxidantes como protetores das células, e a presenca
desse composto nos frutos do agai e do jugara, a industria de cosméticos tem
investido e fortalecido o uso dos mesmos na composi¢ao dos produtos voltados
para o combate aos radicais livres (BOBBIO et al., 2002; DEL POZO et al., 2004;
GALLORI et al., 2004; ROSSO et al., 2008 e KANG et al., 2011).

Como ja relatado, as espécies E.edulis e E. oleracea sao ricas em 0leos

vegetais compostos por acidos oleico, linolénico, estearico, linoleico, palmitoleico,
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palmitico e galico, 6leos estes utilizados como fito cosméticos pela industria devido
as propriedades emolientes, hidratantes e foto protetora. Pereira (2008) afirma que
estes Oleos apresentam semelhancas aos lipideos encontrados na pele humana,
formadores de barreiras responsaveis pela impermeabilizagdo da pele. Dessa
forma, esses Oleos e seus extratos tem sido utilizado em produtos para o cabelo
e pele, como xampus, creme de pentear e hidratantes corporais, por promover a
maxima hidratacdo e reestruturagdo da pele e dos fios capilares (BOTTARO et
al.,2010; PORTINHO et al., 2012).

Na cosmetologia, a vitamina F encontrada nos frutos dessas palmeiras,
contribui para a saude da pele e dos cabelos, sendo composta por acidos como
o linoleico e o linolénico, com grande aplicabilidade no setor cosmético por
contribuir para o equilibrio hidrolipidico celular agindo na preven¢ao do tecido
cutdneo (CUNHA et al.,2008). O acido oleico por se tratar de um produto emoliente
¢ comumente utilizado como aditivo em sabonetes, cremes, emulsdes, protetores
solares e bronzeadores impedindo o aparecimento de rugas, flacidez e manchas na
pele ocasionados pela radiagdo UV (MAMEDE et al., 2004; CAMPESTRE IND.
E COM. DE OLEOS VEGETAIS LTDA, 2017).

Euterpe edulis e E. oleracea também apresentam em sua composicao a
vitamina E (a-tocoferol), outra responsavel pelo efeito foto protetor. A vitamina E
reduz a radiagdo UV-B, protegendo a pele através do sequestro dos radicais livres,
agindo como inibidor do cancer de pele. Estudos avangados também associam
o uso da vitamina E com acdo cicatrizante (CUNHA et al.,2008; MANELA-
AZULAY e BAGATIN,2009; HAFIDH et al., 2009; GUARANTINI et al., 2009).

Por fim, empresas como a Natura e O Boticario (Figura 5) ja possuem
segmentos especificos de fito cosméticos, como ¢é o caso da NativaSpa do Boticario
e da Natura Ekos, que emprega o slogan: «vitalidade e energia para a sua peley,
que garantem revitalizacdo da pele. Essas a¢des vém ganhando cada vez mais o
mercado nacional e o mundial, contribuindo para o uso sustentavel do agai e da
jucara (REDACAO NATURA, 2015).
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Figura 5. Produtos desenvolvidos com acai das marcas da NativaSpa do Boticario
e da Natura Ekos.

6. CONSIDERACOES GERAIS

Fica claro que aos poucos o agai da E. oleracea foi conquistando o seu
espago, o gosto dos consumidores e as pesquisas. Existem muitas informagdes na
literatura sobre agai quanto a forma de manejo, a sua utilizagdo da alimentacao, a
composigdes fisico-quimica dos frutos e sua utilizagdo em cosméticos. Entretanto,
ainda estamos no comeg¢o de uma longa caminhada sobre os beneficios que o fruto
e seus compostos, podem efetivamente oferecer a saude e ao combate a doengas.

E perceptivel que o mundo académico aos poucos desperta para as grandes
possibilidades oferecidas pela E. edulis, e para a importancia de fomentar
utilizagdes alternativas sustentaveis dos frutos dessa espécie na comunidade.
Visto que quanto a composi¢ao, os frutos da jucara e do acai s3o semelhantes em
diversos quesitos, mas deve-se ressaltar que os maiores teores de antocianina sao
encontrados nos frutos da jucara, e que este pode ser considerado mais energético.

Como E. edulis se trata de uma espécie pouco domesticada, se torna necessaria
o aumento da intervencdo da pesquisa a fim de direcionar a producdo, ampliar a
oferta, obter um produto de melhor qualidade e a precos menores. Isso porque,
a extracao dos frutos de jucara ainda acontece em sua maioria por exploragdo
sustentavel. Existem recomendag¢des de como deve ser a extragdo dos frutos, mas
plano de manejo ainda precisa ser formulado e disponibilizado para os produtores
e coletores (JUCAI®, 2018).

Para os avangos maiores é necessario, que as analises da composicao da
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polpa estejam associadas aos dados de produgdo a campo, caracterizando o
potencial individual das plantas, que possam servir de matrizes em programas
de melhoramento. Varia¢des entre os locais de producao devem continuar sendo
investigadas a fim de esclarecer a influéncia das caracteristicas do solo, da
disponibilidade de luz, agua e outros fatores bidticos e abiodticos na qualidade da
polpa. Além disso, ¢ importante que o processamento dos frutos seja padronizado
e as analises bromatologicas sejam realizadas com maior cautela, minimizando
a variagdo dos resultados, a qual ¢ muito evidente na literatura (MIRO;
CHIQUETTO, 2016). Com relagdo a produg¢ao, o beneficiamento e o consumo, as
informacgdes disponiveis para a jucara sdo contraditorias, uma vez que boa parte
deste produto ¢ comercializado com a denominagdo erronea de agai, tendo em

vista as similaridades.
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Capitulo 06

GENES CANDIDATOS E MECANISMOS
FISIOL()GICQS RELACIONADOS AO ESTRESSE
HIDRICO EM PLANTAS

Carla Cristina Gongalves Rosado
Franciele Barros Souza Sobreira
Francisco Davi da Silva
Lucimara Cruz de Souza

Tais Cristina Bastos Soares
1. INTRODUCAO

As plantas estdo constantemente sujeitas a varios tipos de estresse, tais como
ataque de patogenos, estresse hidrico, estresse luminoso, dentre outros. Estresses
sdo quaisquer condi¢des externas que causam algum tipo de desvantagem e/
ou prejuizo aos vegetais. Considerando as mudangas edafoclimaticas que vém
ocorrendo nos ltimos anos com o aquecimento da temperatura global, as plantas
tém que desenvolver diferentes estratégias e mecanismos que permitam sua
adaptacao fisioldgica nos diversos ambientes e condi¢des de cultivo (TAIZ &
ZIEGER, 2013). O impacto das adversas condi¢des ambientais para os vegetais é
ecologicamente e economicamente relevante (FELLER & VASEVA, 2014).

A camada epidérmica das plantas serve como uma interface direta entre o
ambiente bidtico e abidtico. A cuticula, que reveste a epiderme, proporciona uma
barreira fisica e controla a perda de 4gua, a entrada de patdgenos e a absor¢ao de
compostos lipofilicos. A epiderme pode, ainda, possuir uma camada de tricomas
glandulares ou nao glandulares, que conferem defesa quimica e mecanica
adicional a estas células. O padrao de expressdo dos genes epidérmicos conferem
respostas rapidas na superficie das células. Suh et al (2005) identificaram cerca
de 1.900 genes supra-regulados na epiderme do caule de Arabidopsis thaliana
e observaram que aproximadamente 15% dos genes detectados no caule sdo

expressos preferencialmente na epiderme, quando comparados com outras
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camadas de células.

Entretanto alguns estresses, como o estresse a seca ou a condig¢des de déficit
hidrico, provocam uma resposta sistémica no vegetal. Esta resposta envolve genes
de diferentes orgdos e tecidos, uma vez que o mecanismo de tolerancia a estes
estresses requer muitas interacdes fisiologicas (BARTLETT, et al, 2016). Contudo,
ainda precisamos desvendar como estes mecanismos de tolerancia e adaptagdo da
planta as diferentes alteragdes climaticas funcionam e interagem entre si.

A adaptacdo genética das plantas a flutuacdes de fatores ambientais, fora
dos limites normais, ¢ caracterizada por mudancas genéticas na populacdo que
foram fixadas por sele¢do natural. Por outro lado, as plantas podem responder
individualmente a estas mudancas ambientais, alterando diretamente sua fisiologia
ou morfologia, se aclimatando de acordo com a sua plasticidade fenotipica (TAIZ
& ZIEGER, 2013).

Abordaremos neste capitulo alguns mecanismos de adaptacao fisiologica da
planta em reposta a seca, envolvendo especificamente o controle do crescimento
vegetal, o restabelecimento da homeostase i0nica e osmotica e a sinalizagdo para

controlar a formacdo de compostos toxicos.

2. CONTROLE DO CRESCIMENTO

2.1. Sistema radicular

O sistema radicular desempenha um papel crucial em resposta ao estresse
pelo déficit hidrico, pois € através dele que as plantas obtém agua e nutrientes do
solo. O estresse hidrico ¢é percebido primeiro pelo sistema radicular, que continua
a crescer sob o0 solo, mesmo que o crescimento da parte aérea seja inibido nessas
condicdes. O entendimento da percepgdo pelas raizes dos sinais fisicos do déficit
hidrico e a conversdo desses sinais fisicos em sinais bioquimicos, é objetivo de
varios estudos e ainda permanece indefinido (YU et al., 2008).

Uma vez iniciado a fase do estresse hidrico, algumas plantas tém a capacidade
de aumentar o crescimento das raizes para absorver a 4gua em solos profundos. As
plantas adaptam e modificam dinamicamente a arquitetura do sistema radicular,

alterando o crescimento das raizes de diversas maneiras, dependendo da espécie.
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Caracteristicas relacionadas a capacidade de penetragao no solo, o comprimento,
peso, volume e densidade das raizes das plantas s@o associados a resisténcia a seca
nas culturas (HU & XIONG, 2014).

Embora o crescimento da raiz primaria nao seja afetado pelo estresse hidrico,
o crescimento das raizes laterais ¢ significativamente reduzido, principalmente pela
supressdo da ativacdo dos meristemas radiculares laterais (BASU et al., 2016). A
presenga de raizes pequenas também ¢ considerada uma estratégia adaptativa para
aumentar a absorcao de agua, proporcionando uma superficie mais absorvente.
A presenca de tecidos especializados, como a rizoderme, com espessamento da
parede celular externa ou exoderme suberizada, ou redugdo do nimero de camadas
corticais, ¢ considerada uma vantagem adaptativa para a sobrevivéncia ao estresse
hidrico (HU & XIONG, 2014; BASU et al., 2016).

Uma vez definido a importancia do sistema radicular para a resisténcia ao
estresse hidrico, a promogao do crescimento e desenvolvimento das raizes se
torna uma caracteristica interessante a ser estudada e entendida. Li et al. (2009)
observaram um aumento significativo do crescimento radicular em plantas
transgénicas de tabaco (Nicotiana tabacum) quando comparadas as plantas
controle. As plantas transgéncias apresentavam superexpressao do gene PpAPX
- Populus peroxisomal ascorbate. A ascorbato peroxidase (APx) ¢ uma das
principais enzimas do sistema de detoxificagdo de espécies reativas de oxigénio
nas plantas, catalisando a conversdo do perdxido de hidrogénio em dgua, usando
o ascorbato como doador de elétrons. Os autores concluiram que o gene PpAPX
ndo desempenha papel significativo em condigdes normais de crescimento da
planta, mas em condigdes de estresse melhoraram a lesdo oxidativa e promovem
o desenvolvimento e crescimento das raizes.

O estudo de fatores de transcrigdo sensiveis ao estresse tem sido um dos
focos nos estudos sobre a tolerancia ao estresse hidrico. Os principais fatores de
transcrigao sensiveis ao estresse foram extensivamente analisados em Arabidopsis
thaliana. Yu et al. (2008) identificaram um novo gene de tolerancia a seca em
Arabidopsis, HDG11 - HOMEODOMAIN GLABROUSI11, que codifica uma
proteina na familia do fator de transcricdo homeodominio (HD) - START,
também conhecida como familia do fator de transcricdo Homeodomain Leaucine

Zipper Classe IV. A ativagdo da expressdao do gene HDG11 aumenta as multiplas
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caracteristicas relacionadas a tolerancia a seca, incluindo o aumento do crescimento
das raizes e a reducdo da densidade estomatica.

Outro adaptacdo fisiologica interessante de ser abordada com relagdo ao
desenvolvimento de raizes para a promoc¢ao de tolerancia a seca ¢ o acumulo
de soluto vacuolar. Este acimulo tem demonstrado ser um mecanismo pelo qual
as plantas sdo capazes de aumentar a tolerancia a seca e ao sal. Gamboa et al.
(2013) realizaram um estudo em Eucalyptus globulus, que ¢ uma das espécies
florestais mais importantes do mundo para produgdo de bioenergia e sequestro de
carbono, e isolaram a primeira sequéncia completa de cDNA da H'- pirofosfatase
vacuolar (EVP1 - vacuolar pyrophosphatase type 1). Com a PCR em tempo real
foi possivel confirmar que EVP1 participa da resposta das plantas de eucalipto a
seca e ao estresse salino por meio de uma via independente de ABA. Observaram
também que a superexpressdo de EVP1 em plantas transgénicas de Arabidopsis
resultou em um aumento da tolerancia a seca e ao sal, por desenvolverem uma

maior quantidade de pélos radiculares.

2.2. Folhas

As respostas morfologicas e fisiologicas das folhas ao estresse hidrico sdo
importantes para reduzir a perda e promover a eficiéncia do uso da agua. Quando
as plantas sentem uma deficiéncia severa de agua, suas folhas caem ou murcham
por causa da perda da pressao do turgor celular. O murchamento ¢ um movimento
passivo das folhas para evitar o consumo excessivo de agua, com a folha murcha
ocorre a redu¢do da radiagdo solar incidente e, portanto, reduz a temperatura da
superficie foliar, protegendo as plantas da perda excessiva de agua (POORTER &
MARKESTEIIN, 2008; FANG & XIONG, 2015).

Plantas resistentes a seca possuem caracteristicas xeromorficas para reduzir
a transpiracao sob estresse hidrico. Essas plantas possuem folhas menores e mais
grossas, mais tricomas epidérmicos, estdmatos menores ¢ mais densos, cuticula
mais espessa, parénquima palicaddico mais espesso e bainha de feixe vascular mais
desenvolvida. Estes recursos efetivamente reduzem a perda de agua e a aumentam
a capacidade de retencdo de agua para evitar danos causados pelas condi¢des de
estresse hidrico (XU & ZHOU, 2008; FANG & XIONG, 2015; BASU et al., 2016).
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A redugdo na transpira¢do sob condi¢des de stress hidrico também pode
ser conseguida através da queda de folhas (espécies deciduas na seca) bem como
diminui¢ao no numero e tamanho de folhas e ramificagdes. Outra adaptagdo para
combater o estresse hidrico € esclerofilia, onde as plantas formam folhas duras que
nao sofrerdo danos permanentes devido a murcha e podem ser restauradas para a
funcionalidade completa quando as condi¢des normais forem retomadas (XU &
ZHOU, 2008).

Os estomatos sdo poros que se formaram nas folhas das plantas terrestres
durante um processo evolutivo de longo prazo, sdo essenciais para a troca de gas
e agua entre a planta e o ambiente externo. Os estomatos desempenham papéis
cruciais nas atividades da vida vegetal, garantindo a absorcdo maxima de CO2
para a fotossintese e controlando a transpiragdo ideal (HETHERINGTON &
WOODWARD, 2003). A densidade e a abertura estomaticas estdo intimamente
relacionadas com a resisténcia a seca, pois a resposta imediata das plantas ao
estresse hidrico é o fechamento estomatico. No entanto, o fechamento estomatico
ndo apenas diminui a perda de agua pela transpiragao, mas também reduz a absor¢ao
de CO2 e nutrientes e, portanto, altera as vias metabolicas, como a fotossintese
(XIONG & ZHU, 2002). Detalhes com relacao a abertura e fechamento estomatico
e como essa estratégia promove a resisténcia das plantas a seca serdo abordados
no proximo item deste capitulo.

Assim, todas essas adaptagoes nas plantas reduzem os impactos negativos do
estresse hidrico, ou seja, tém um efeito positivo sobre a eficiéncia no uso da agua e
na fotossintese, que por sua vez resultard em aumento do rendimento da planta. As
caracteristicas relatadas acima, portanto, exemplificam mecanismos adaptativos
em plantas para sobreviver sob estresse hidrico, sem perda de produtividade ou

rendimento.

3. RESTABELECIMENTO DA HOMEOSTASE IONICA E OSMOTICA

O estresse osmotico € um dos efeitos iniciais provocados pela seca, e resulta
em desequilibrios na homeostase osmoética e ionica nas células (SERRANO et
al., 1999; ZHU, 2001). Em algumas espécies, o aumento no acimulo de solutos

osmoticamente ativos ndo-tdxicos na célula, foi considerado como uma estratégia
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adaptativa, em resposta ao estresse (DAMATTA & RAMALHO, 2006).

Essa estratégia, denominada como ajuste osmotico, ¢ associada a manutengdo
da turgescéncia celular, em especial nas células-guarda, e ao restabelecimento do
equilibrio osmético (HARE et al., 1998). O ajuste osmoético permite a abertura
parcial dos estomatos e, consequentemente, a assimilagdo de CO,, a absorgdo de
agua e o crescimento das plantas em baixos potenciais de agua, que de outra forma
¢ inibida (ALVES & SETTER, 2004). Consiste no transporte controlado de ions
osmoticamente ativos e metabolitos organicos através das membranas (KUSAKA
et al., 2005), provocando uma reducao no potencial osmotico das células, assim,
estimulando a difusdo de agua para o interior celular e a turgescéncia celular, o
que contribui para a manutenc¢ao dos processos fisioldgicos de abertura estomatica,
fotossintese, e crescimento de expansdo. Genes relacionados a biossintese de
moléculas osmoprotetoras, assim como genes envolvidos no movimento estomatico
foram estudados afim de se conhecer seus efeitos sob o ajuste osmotico e a seca.

Embora exista controvérsia sobre o papel efetivo de solutos, como prolina e
glicina betaina, sobre o ajuste osmotico, podendo sua acumulagao estar relacionada
a distarbios no metabolismo de aminoacidos e proteinas (LUTTS et al., 1999;
SILVEIRA et al., 2003), diversos estudos apontam que o aumento da concentragao
desses solutos aumenta a resisténcia de plantas a varios estresses (ASHRAF
& HARRIS, 2004). Genes de enzimas como colina desidrogenase e colina
oxidase; manitol-1-fosfato desidrogenase; trehalose-6-fosfato desidrogenase;
e DI1-pirrolina-5-carboxilato sintetase envolvidas na biossintese de moléculas
osmoprotetoras ja foram isoladas. Genes das enzimas P5CS (D1-pirrolina-5-
carboxilato sintetase) e PSCR (D1-pirrolina-5-carboxilato redutase), envolvidas na
biossintese de prolina, foram alvos para obtengdo de plantas tolerantes (SZEKELY
et al., 2008). Os genes BADH (OsBADHI1 e OsBADH?2), que possuem atividade
para catalisar betaina aldeido a glicina betaina, também mostraram ser responsivos
a seca. Hasthanasombut et al. (2011) ao transferir o gene OsBADH1 para o tabaco,
observou que a quantidade de glicina betaina nas linhagens transgénicas foi maior
que o controle, e a planta transformada apresentou maior tolerancia ao estresse
abiotico. No item 4.2 deste capitulo serdo abordados mais exemplos envolvendo
essas pequenas moléculas organicas e como o aciimulo desses solutos aumenta a

resisténcia de plantas.
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A abertura estomatica ¢ modificada por altera¢des reversiveis no volume
da célula-guarda, devido a altera¢des no potencial hidrico das células, que assim,
fornecem o principal mecanismo regulador para o controle das trocas gasosas entre
a planta e o ambiente. A abertura estomatica ¢ facilitada pela atividade de canais
e transportadores id6nicos encontrados na membrana plasmatica e na membrana
vacuolar (tonoplasto) das células-guarda (PANDEY et al., 2007).

A abertura estomatica ocorre pela queda no potencial osmético das células-
guarda, causado pela entrada de K™ pelos canais internos de K*, pela absor¢do de
CI e pela produgdo de solutos organicos (HETHERINGTON & WOODWARD,
2003). O fechamento estomatico resulta da liberagdo de anions e K™ das células-
guarda e converséo de malato em amido. A elevagao do Ca?" citosolico e do acido
abscisico (ABA) ativam os canais anidnicos do tipo S na membrana plasmatica
das células-guarda (MORI et al., 2006). O efluxo de anions, o influxo de Ca* ¢ a
inibicdo da H*-ATPase despolarizam o potencial de membrana das células-guarda,
fornecendo assim a for¢a motriz do efluxo de K* através dos canais de efluxo
K", levando ao fechamento estomatico (HOSY et al., 2003). Pandey et al. (2007)
discutiu o papel de proteinas de transporte da membrana plasmatica e vactiolo sob
a fisiologia das células-guarda, e relacionou estas com mais de 256 genes.

Durante a abertura estomatica, o efluxo de H" do citosol, mediado pela H*-
ATPase, hiperpolariza o potencial da membrana além do potencial de equilibrio
para K*. Isso ativa os canais de K*, levando ao influxo de K*. Foram identificados
11 genes que codificam H™-ATPases presentes em Arabidopsis (AHAI-AHAII)
(UENO et al., 2005). Para os canais de K" ja foram identificados nove genes: KAT/,
KAT2, AKT1, AKTS, SPIK, AKT2/3, AtKC1, SKOR e GORK (PILOT et al., 2003).
A absor¢do de CI” ¢ NO,” mediada por transportadores tambeém pode contribuir
para o acimulo intracelular de solutos, assim como a importagdo ou a sintese de
agucares. A produgdo de malato®” a partir da decomposi¢do do amido fornece as
principais espécies anidnicas que se acumulam durante a abertura estomatica.

Durante o fechamento dos estdmatos, ocorre a despolarizagdo da membrana
devido a inibi¢do da atividade da enzima H'-ATPase e ativacdo dos canais
anionicos que medeiam o efluxo passivo de CI', malato®™ e NO,". A despolarizagio
da membrana cria a for¢ca motriz para o efluxo de K*, via canais de K*. O grupo de

genes relacionados aos canais anionicos, ainda ndo foi totalmente caracterizado.
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No entanto, acredita-se que a familia de genes CLC (4¢CLC) e a superfamilia de
transportadores ATP-binding cassette (ABC), sdo os que codificam as proteinas
de transporte que medeiam o fluxo de CI, malato*” e NO,” (ANGELI et al., 2006).
NO, também pode ser transportado através de proteinas codificadas pelos genes
AtNRTI1.1 (CHLI), NRTI.2, e pela familia de genes NR72 (PANDEY et al., 2007).
Suh et al. (2006) observou que a mutag@o no gene AtMRPS5 (transportador ATP-
binding cassette) desestabiliza o funcionamento dos canais de anions da membrana
plasmatica em células-guarda de Arabidopsis, prejudicando a ativagdo por parte
do ABA ¢ Ca* citosolico.

O aumento da concentragdo de Ca?* citosolico livre através de canais Ca**
permeaveis na membrana plasmatica, bem como canais de Ca®* situados nas
endomembranas precedem ou acompanham o fechamento estomatico. Prevé-
se que 41 genes em Arabidopsis possam potencialmente codificar canais nao
seletivos de cations com permeabilidade ao Ca?". Esses genes sdo divididos em trés
familias, das quais uma, a TPC1, possui um unico membro da familia que aparece
localizado no tonoplasto (membrana do vactiolo) (PEITER et al., 2005). As outras
duas familias sdo: a familia de canais controlados por nucleotideos ciclicos de 20
membros (CNGC) (FINN et al., 1996) e a familia de receptores de glutamato,
também de 20 membros (GLR) (LACOMBE et al., 2001). Do modo inverso, no
fechamento estomatico ocorre a inibi¢do da atividade da H"-ATPase, provocando
a despolarizacdo da membrana e ativacdo dos canais anidnicos que medeiam o
efluxo passivo de CI', NO,~ e malato”".

A regulacdo coordenada dos fluxos de solutos na membrana plasmatica e
no tonoplasto ¢ especialmente central para o controle da turgescéncia em células-
guarda, ja que grandes quantidades de solutos celulares sdo armazenados no
vacuolo. V-ATPases (26 genes VHA); V-PPases (genes AVPI, AVP2, AVPLI);
antiporte 2NO,/ H" (7 genes AtCLC); canais de cations FV; canais de K" VK (6
genes KCO/TPK); canais K" Ca?* SV (gene TPC1); canais de liberagdo de Ca*
ativado por InsP.-, InsP, € cADPR; ¢ canais de anions ativado por CDPK fazem
parte do conjunto de transportadores e canais idnicos vacuolares (PANDEY et al.,
2007).

As aquaporinas (AQPs) sdo os principais canais para o transporte de dgua

através da membrana celular vegetal (UEHLEIN et al., 2003), participando assim
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do fluxo de agua nas células-guarda. A expressdao de genes AQP em plantas é
diferencialmente regulada ndo apenas em varios tecidos, mas também sob diferentes
estados fisiologicos e diferentes condi¢cdes ambientais (ALEXANDERSSON et
al., 2005; BOURSIAC et al., 2005). As AQPs vegetais sdo divididas em quatro
subfamilias: proteinas intrinsecas da membrana plasmatica (PIP), proteinas
intrinsecas de tonoplastos (TIP), proteinas intrinsecas semelhantes a nodulina
26 (nodulin 26-like intrinsic proteins) (NIP) e pequenas proteinas intrinsecas
(SIP) (KALDENHOFF & FISCHER, 2006). O padrao de fungdo e expressao de
genes da familia de proteinas PIP (OsPIP1, OsPIP2, PIP1;4, PIP2;5, HvPIP2; 1,
BnPIP1, NtAQPI) foram estudados em Arabidopsis, Brassicca, arroz e tabaco,
especialmente em resposta ao estresse a seca e a salinidade (JANG et al., 2007; YU
etal., 2005; HANBA et al., 2004; GUO et al., 2006, SIEFRITZ et al., 2004). Zhou
et al. (2012) observaram que a superexpressao de TaAQP7, um gene do subgrupo
PIP2, aumentou a tolerancia a seca no tabaco.

O aumento na concentracao de ABA nas células vegetais sob estresse hidrico
estimula o fechamento estomatico e regula a expressao de varios genes, afim de
adaptar as plantas as condi¢gdes ambientais de estresse (CUTLER et al., 2010;
DING, 2013). A regulagdo do nivel de ABA enddgeno tem papel essencial nas
respostas adaptativas a diversos estresses ambientais (ZHANG et al., 2008). Sob o
estresse da seca, mutantes deficientes em ABA em Arabidopsis (abal, aba2 e aba3)
(KOORNNEEF et al., 1998) morrem facilmente com o estresse prolongado, pela
excessiva perda de agua devido o ndo fechamento estomatico. O mesmo ocorre
em mutantes deficientes em ABA para tabaco, tomate e milho (LIOTENBERG et
al., 1999).

O actimulo de ABA induzido por estresse osmotico € resultado tanto da
ativacdo da sintese quanto da inibi¢do da degradagdo. Trés genes que participam
da biossintese de ABA foram isolados. Eles codificam a Zeathanxin epoxidase
(ZEP), ABA2 em tabaco e ABA1 em Arabidopsis (MARIN et al., 1996); 9-cis-
epoxycarotenoid dioxygenase (NCED) (TAN etal., 1997); e ABA aldehyde oxidase
(AAO) (SEQetal., 2000). O ABA3, também conhecido como LOSS5, codifica uma
sulfurilase que gera a forma ativa do cofator de molibdénio exigido pelo AAO
(XIONG et al. 2001). Estudos de expressdo com ZEP, NCED, AAO3 indicaram

que todos esses genes sdo regulados pela seca e pelo estresse salino (AUDRAN et
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al., 1998; SEO et al., 2000; IUCHI et al., 2001; XIONG et al., 2001). Os genes que
codificam ABA 8’-hidroxilase, participante da principal via catabolica do ABA,
foram identificados como membros da subfamilia do CYP707A. Em Arabidopsis
foi demostrado que os genes (CYP707A1 e CYP707A3) também participam da
acdo sistémica do ABA no controle do movimento estomatico (OKAMOTO et
al., 2009).

4. SINALIZACAO DE DESINTOXICACAO
4.1. Fator de protecio

Sob déficit hidrico ocorre um acumulo de proteinas funcionalmente
relacionadas a prote¢cdo das macromoléculas (MAYOR et al., 2012). Tais proteinas
sdo classificadas em proteinas reguladoras (proteinas quinases, fosfatases e fatores
de transcri¢do) e funcionais (aquaporinas, proteinas do tipo LEA e proteinas de
choque térmico (HSPs)). A identificacdo e avaliacdo de genes que codificam essas
proteinas, representam uma das estratégias para obtencdo de tolerancia a seca nos
vegetais (FEKI & BRINI, 2016).

A sintese dessas proteinas ocorre em fun¢@o de uma cascata de sinalizagdo
promovida por receptores de membrana, que transmitem sinais para a expressao de
genes especificos. Quando a 4gua se torna restrita, as proteinas quinases e fostases
presentes na membrana sdo estimuladas, promovendo uma cascata de sinalizacao
que ativam os fatores de transcricdo. Essas proteinas atuam na regulacdo da
expressao génica e na transdugdo de sinais, por isso sdo nomeadas como proteinas
reguladoras (BECK et al., 2007).

Estudos em A. thaliana permitiram a identificagdo de uma familia de
fatores de transcri¢cdo conhecidos como DREBs (Proteina de ligagdo ao elemento
responsivo a desidratagdo). O gene DREB codifica a proteina DREB, que por sua
vez, atua na ativagao de eventos moleculares ligados a defesa contra a desidratagao.
As plantas transgénicas que apresentaram a superexpressao desse gene exibiram
maior sobrevivéncia em ambientes secos (MARUYAMA et al., 2009).

Os fatores de transcrigdo DREB também desempenharam papel importante

para a tolerancia a seca em arroz (CHEN et al., 2008). Nesse estudo foram
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identificados trés novos genes (OsDREBIE, OsDREB1G e OsDREB2B),
homologos aos genes DREBs em Arabidopsis. Os autores concluiram que tais
genes tinham diferentes resposta ao estresse hidrico, de forma que a superexpressao
de OsDREB1G ¢ OsDREB2B aumentava significativamente a tolerancia das
plantas modificadas, enquanto que, a superexpressdo de OsDREBIE tinham
uma influéncia menor para a sobrevivéncia das plantas no ambiente estressante.
Genes homologos também ja foram identificados em canola, cevada, trigo e milho
(MARUYAMA et al., 2009).

As proteinas funcionais, por sua vez, atuam na protecdo das membranas,
no transporte e absor¢ao de agua e ions. Essas proteinas sdo as que efetivamente
geram o efeito de tolerancia ao estresse (FANG & XIONG, 2015).

As Aquaporinas (AQPs) sdo proteinas intrinsecas as membranas e,
permitem o transporte de agua e ions (TYERMAN et al., 2002). As AQPs tém
seu funcionamento regulado pelo seu estado de fosforilacdo, o que regula a sua
permeabilidade a agua. Zhou et al. (2012) observaram que a superexpressao do
gene da aquaporina de trigo, TaAQP7, favorece a tolerancia a seca em tabaco. Esse
gene aumenta a reten¢do de agua e melhora a atuacdo do sistema antioxidante,
evitando danos celulares.

Asproteinas LEA (Late Embryogenesis Abundant), detectadas primeiramente
em algodao, sdo altamente hidrofilicas e foram descritas como sendo associadas
na tolerancia a seca. Elas sdo expressas nos estadios finais do desenvolvimento
embrionario de sementes e, atuam na protecdo de proteinas, membranas e na
capturacdo de agua, protegendo as células dos danos provocados pelo déficit
hidrico (CLOSE, 1996). As proteinas LEA s@o expressas principalmente sob
condi¢cdes limitantes de agua e ja foram encontradas em diferentes tecidos de
vegetais submetidos a estresses abioticos e em individuos conhecidos por serem
tolerantes a seca (HUNDERTMARK & HINCHA, 2008; MOUILLON et al.,
2006).

A superexpressao dos genes que codificam as proteinas LEA esta associada
amelhor sobrevivéncia em plantas transgénicas sob estresse. No trigo, a expressao
do gene HVA1 da cevada conferiu maior tolerancia a seca e os genes PMASO ¢
PMAT1959 do trigo aumentaram a tolerancia em arroz (SIVAMANI et al., 2000;
CHENG etal., 1959). Estudos realizados por Xiao et al. (2009) também identificaram
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genes candidatos para tolerancia a seca em arroz. Os autores identificaram que as
plantas com a expressdo do gene OsLEA3-1, apresentaram maiores rendimentos
de graos sob déficit hidrico. Magwanga et al. (2018) caracterizaram o papel
das proteinas LEA na tolerancia ao estresse hidrico em algoddo de sequeiro. O
estudo envolveu trés espécies de algodao, Gossypium hirsutum, G. arboreum e G.
raimondii, onde foram identificados 242, 136 ¢ 142 genes LEA, respectivamente.
A superexpressdo desses genes conferiam maior capacidade de sobrevivéncia na
condicao estressante.

Sob condigdes de estresse hidrico, as plantas também acumulam proteinas
de choque térmico (Heat Shock Proteins - HSP). As HSP sdo resistentes ao calor
e garantem a integridade celular durante o déficit hidrico, evitando a desnaturagdo
de outras proteinas ou facilitando o redobramento daquelas que foram danificadas
(MEYER & BUKAU, 2005). Sato & Yokoya (2008) demonstraram em suas
pesquisas que plantas transgénicas de arroz, quando superexpressaram a proteina
de choque térmico sHSP17.7, apresentaram melhor tolerancia ao estresse hidrico.
Estudos realizados por Balfagon et al. (2018) com espécies de citros, demostraram
que as plantas com maior expressdo dos genes que codificam as proteinas de
choque térmico HSP101 e HSP17. 6, apresentaram maior tendéncia de tolerancia
a seca, com maior integridade das folhas e, menores altera¢cdes na maquinaria

fotossintética.

4.2. Producio de osmélitos

Em condi¢des de seca, varios metabodlitos sao acumulados e atuam como
osmolitos, que sdo pequenas moléculas organicas que foram selecionadas para
contrabalangar estresses ambientais em organismos vivos. Atua na manuteng¢ao do
turgor celular, na destoxicag@o de espécies reativas de oxigénio, estabilizacao de
proteinas e estruturas da célula, desencadeando, muitas vezes, tolerancia a seca.
Entre eles estdo os agucares (oligossacarideos da familia da rafinose, sacarose,
trealose e sorbitol), agucares-alcool (manitol), amindcidos (prolina), e aminas
(glicina betaina e poliaminas) (SEKI et al., 2007). Alguns destes, como prolina,
alguns carboidratos (manitol, sacarose rafinose) e glicina betaina, sdo chamados

de solutos compativeis e podem ser acumulados no citoplasma de forma a manter
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o equilibrio hidrico entre o vacuolo e o citoplasma (TAIZ & ZEIGER, 2013).

As plantas respondem e se adaptam ao estresse abiotico através de varias
mudangas fisioldgicas e bioquimicas, incluindo a expressao de genes especificos
ao estresse. Abordagens transgénicas para melhorar a tolerancia ao estresse t€ém
sido propostas e sdo frequentemente consideradas menos demoradas e trabalhosas
do que o melhoramento classico (BAJAJ et al., 1999). Em relacdo a tolerancia ao
estresse osmotico, varias abordagens de engenharia genética tém sido aplicadas
para o aumento de compostos osmoprotetores (NUCCIO et al., 1999).

Prolina ¢ o osmolito compativel mais comum em plantas e desempenha
importante fun¢do no aumento da adaptacdo destas a seca (HASEGAWA et al.,
2000). Além de ajuste osmotico, essa molécula possui outras fungdes propostas
em tecidos de plantas osmoticamente estressadas: mantenedor e protetor da
integridade da membrana plasmatica (HINCHA & HAGEMANN, 2004). Kishor
etal. (1995) superexpreram a enzima A!-pirrolina-5-carboxilato sintetase de feijao,
em tabaco, uma enzima bifuncional capaz de catalisar a conversdo de glutamato em
A'-pirrolina-5-carboxilato, que ¢ entdo reduzida a prolina. As plantas transgénicas
produziram um alto nivel da enzima e sintetizaram 10 a 18 vezes mais prolina do
que as plantas controle. Verificaram também que uma maior oferta de nitrogénio
melhora ainda mais a produgo prolina, os potenciais osmoticos da seiva foliar
foram menores em condi¢des de estresse hidrico quando comparados aos de
plantas controle e que a superproducdo de prolina também aumentou a biomassa
das raizes e o desenvolvimento de flores em plantas transgénicas em condigdes
de seca.

A glicina betaina atua como um osmolito protetor ndo toxico durante
periodos de déficit hidrico em muitos organismos, incluindo algas, bactérias,
plantas superiores e animais (TREBERG & DRIEDZIC, 2007). E sintetizada a
partir da colina através de diferentes reacdes oxidativas em diferentes organismos
(HAYASHI & MURATA, 1998). Em Arthrobacter globiformis, a colina oxidase
catalisa a colina em glicina betaina. Em células de mamiferos e microorganismos
como Escherichia coli, colina desidrogenase e betaina aldeido desidrogenase
catalisam a reag@o oxidativa através de duas etapas: colina — betaina aldeido —
glicina betaina. Nas plantas superiores, a via ¢ a mesma, com a colina monooxigenase

(CMO) catalisando o primeiro passo em vez da colina desidrogenase. Shen et
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al. (2002) clonaram e caracterizaram o gene colina monooxigenase CMO de A.
hortensis e o introduziram em Nicotiana tobacum var. Xanthi para testar seu
efeito em vdrias tolerancias ao estresse. As plantas transgénicas demonstraram
uma melhor tolerancia a seca.

As poliaminas sdo pequenos compostos nitrogenados que foram relacionados
com uma variedade de respostas ao estresse nas plantas (BAJAJ et al., 1999). As
principais enzimas envolvidas na sua biossintese incluem ornitina descarboxilase,
arginina descarboxilase, S-adenosilmetionina descarboxilase, espermidina sintase
e espermina sintase (BAGNI &TASSONI, 2001).

A ligacdo entre as poliaminas e o estresse abiotico foi documentada pela
acumulacdo de putrescina (RICHARDS & COLEMAN, 1952). A putrescina
elevada pode causar lesdo ou, uma resposta protetora resultante do estresse
(REGGIANI et al., 1993). Capell et al. (2004) estudaram a resposta das plantas
de arroz transgénico com o gene arginina descarboxilase, verificaram aumento
dos niveis de putrescina ao estresse hidrico. Demonstraram que a manipulagdo da
biossintese de poliamina em plantas pode produzir germoplasma tolerante a seca.
Kasukabe et al. (2004) clonaram o cDNA de espermidina sintase de Cucurbita
ficifolia em A. thaliana e verificaram tolerdncia aumentada a varios estresse,
como resfriamento, congelamento, salinidade, hiperosmose, seca e toxicidade.
Estes resultados sugeriram um importante papel da espermidina como regulador
de sinalizacao ao estresse.

Oligossacarideos da familia Rafinose (RFO) se acumulam durante o
desenvolvimento das sementes, Taji et al. (2002) acreditaram que desempenham
um papel na tolerancia a dessecagao das sementes. Foi observado que a tolerancia
a dessecagdo de sementes ndo foi alcangada na auséncia de acumulagao de rafinose
(BRENAC et al., 1997). A galactinol sintase (GolS) catalisa a primeira etapa
na biossintese de rafinose (RFO) e desempenha um papel regulador chave na
parti¢do de carbono entre a sacarose e 0s RFOs (SARAVITZ et al., 1987). Portanto
galactinol sintase potencialmente catalisa uma etapa chave na via metabdlica, e seu
gene fornece uma ferramenta experimental para manipular o nivel de rafinoses em
sementes ou tecidos vegetativos para analisar a sua fun¢do como osmoprotetores.
Taji et al., (2002) superexpressaram o cDNA do AtGolS em A. thaliana sob

condi¢des de estresse de seca e frio, demonstrando melhor tolerancia a seca. Este
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estudo fornece uma evidéncia direta de que o gene GolS indutivel por estresse
controla o nivel de RFOs, e que o galactinol e a rafinose desempenham papéis
importantes na tolerancia ao estresse hidrico.

Mattana et al. (2005) estudando a superexpressdo de Osmyb4 verificaram
um actmulo de soluto compativel (glicose, frutose, sacarose, prolina, glicina
betaina e malato) e aumento da tolerancia ao estresse em A. thaliana. Relataram a
capacidade de Myb4 induzir também a tolerancia a seca em plantas transgénicas
Arabidopsis, além de tolerar o frio e ao gelo.

A trealose (0, a-trealose ou a-D-glucopiranosil a-D-glucopiranosideo) € um
dissacarideo ndo redutor da glicose que ocorre em varios organismos (ELBEIN,
1974). Engenharia genética de plantas com genes envolvidos na sintese de
trealose, para o acumulo deste agucar, levou a mudancas na fotossintese de plantas
transgénicas quando comparado ao tipo selvagem. Plantas transformadas tiveram
uma fotossintese mais eficiente do que as plantas de tipo selvagem. Dos varios
genes AtTPS descobertos, o AtTPS1 ¢ considerado o principal gene envolvido na
biossintese da trealose (LEYMAN et al., 2001), portanto, é a primeira escolha para
engenharia genética de plantas na tolerancia a seca.

O manitol ¢ um agtcar-alcool nao-ciclico de seis carbonos que tem seu
papel na regulacdo de coenzimas, eliminacdo de radicais livres, armazenamento
de energia e osmorregulacdo (STOOP et al., 1996). O mtID é um gene bacteriano
que codifica o manitol 1-fosfato desidrogenase. Plantas transgénicas transportando
mtlD convertem manitol 1-fosfato em manitol, via fosfatases ndo especificas.
A superexpressdo deste gene mostrou maior tolerdncia ao estresse abidtico
(BHAUSO et al., 2014).

O sorbitol é um importante produto final da fotossintese, que estao relacionados
com a tolerancia ao estresse em plantas. Existem alguns transportadores de sorbitol
que vem sendo elucidado por muitos estudos, demonstrando a importancia dos
genes como 0 MdSOT3, MdSOT4 e MdSOTS5. Trabalhos de engenharia genética,
através da superexpressao destes genes tem sido realizados para confirmar o papel

destes transportadores de sorbitol na tolerancia ao estresse (FANG et al., 2012).
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4.3. Remocio de espécies reativas de oxigénio (EROs)

Durante o funcionamento normal do metabolismo vegetal, espécies reativas
de oxigénio (EROs) podem ser produzidas como resultado do metabolismo do
oxigénio molecular, em processos ocorrentes nas mitocondrias, cloroplastos,
peroxissomos e apoplasto (RIBEIRO et al., 2005). Destaca-se quatro formas de
EROs, cada uma com um potencial de oxidagdo, a saber: radical superéxido (O,"),
peroxido de hidrogénio (H,0,), radical hidroxil (HO") e oxigénio singleto ('O,)
(CARVALHO, 2008).

Existe uma homeostase entre a producdo e eliminagdo dessas moléculas, de
forma que, em condigdes normais ndo provocam danos celulares e sdo facilmente
eliminadas pelo sistema antioxidante. Entretanto, quando a producdo dessas
moléculas supera a capacidade de sua elimina¢@o, pode ocorrer eventos oxidativos
deletérios (MITTLER, 2002). O sistema de defesa abrange agentes enzimaticos
(Catalase (CAT); Superoxido Dismutase (SOD); Peroxidase (POX); Peroxidase
do Ascorbato (APX); Peroxidase da Glutationa (GSH-POX); Glutationa Redutase
(GR); Desidroascorbato Redutase (DHAR); Monodesidroascorbato Redutase
(MDHAR) e agentes ndo enzimaticos (Ascorbato (Asc); Glutationa (GSH);
Carotenos; a- tocoferol e Poliaminas) (BAILLY, 2004; BARBOSA et al., 2014).

Esse sistema de defesa antioxidante vegetal permite minimizar os efeitos
das EROs, que quando rigidamente controladas, podem ser benéficas para a
planta, uma vez que, a producdo dessas moléculas funciona como um alarme que
direciona o individuo as adaptagdes e aclimata¢cdes no ambiente em mudanga.
Quando a planta estd submetida a déficit hidrico, o nivel normal de produgdo
dessas moléculas ¢é alterado. Mudangas na cadeia transportadora de elétrons, em
resposta ao fechamento estomatico, sobrecarregam a acao de eliminacao das EROs
pelo sistema de defesa, resultando em oxidagdo de proteinas, lipidios, DNA, RNA
e até morte celular (CARVALHO, 2008; KIM & KWAK, 2010).

Dessa forma, as EROs desempenham duas fungdes importantes para as
células: atuam como sinalizadoras, indicando uma condig¢@o de estresse biotico
ou abidtico que a planta estd submetida, favorecendo respostas de defesa
(CARVALHO, 2008) e, sdo capazes de exacerbar os danos, levando ao estresse
oxidativo, quando produzidas em excesso (FOYER & NOCTOR, 2005). Apesar

130



PPGGM

da resposta das plantas em condigdes de seca ser complexa e envolver diferentes
genes ¢ vias de sinalizacdo, tem sido documentado que os sintomas de danos
oxidativos podem ser utilizados para avaliar a formac¢ao e eliminacao de EROs
sob estresse hidrico. Alguns genes ja foram utilizados para a engenharia de plantas
tolerantes a seca (FANG & XIONG, 2015).

Estudos realizados por Wang et al. (2005) buscaram analisar o papel da
superoxido dismutase (SOD), mais especificamente a superoxido dismutase de
manganés (MnSOD), no desempenho de tolerancia a seca em arroz. A SOD é uma
importante enzima antioxidante, que atua como a primeira linha de defesa contra
as EROs, pois, age sobre o radical superdxido, que além de ser uma das primeiras
EROs produzidas, sdo extremamente radiotivas (BOWLER et al., 1992).

No estudo previamente citado, MnSOD de ervilha controlada por um
promotor induzido por estresse oxidativo, foi introduzida em cloroplastos de arroz
por meio de transformacdo por Agrobacterium. As plantas de arroz modificadas
foram submetidas a condi¢des limitantes de agua e apresentaram respostas positivas
ao estresse como, menor vazamento de eletrolitos, menores lesdes, exibindo um
perfil de maior tolerancia ao estresse oxidativo. Os resultados indicaram que a
expressdo de MnSOD pode aumentar a tolerancia a seca em arroz. A agdo da
MnSOD ja havia sido identificada por McKersie et al. (1996) em alfafa, onde a
expressdo da MnSOD reduziu o dano causado pelo estresse oxidativo, melhorando
a sobrevivéncia das plantas modificadas que foram introduzidas em ambientes
com déficit hidrico.

A atividade das peroxidases (POX) também tem sido documentada em
diferentes fontes literarias (RATNAYAKA et al., 2003; MIAO et al., 2006;
KOUSSEVITZKY et al., 2008). No processo de atuagdo da SOD sobre o radical
superoxido, ocorre sua dismutagdo em oxigénio e perdxido de hidrogénio (H,0,).
O H,0, apesar de ser menos reativo que o radical superoxido, ainda € uma molécula
toxica ao metabolismo e precisa ser removido. A peroxidase do ascorbato (APX)
e a peroxidase da glutationa (GSH-POX) sdo enzimas que podem atuar nessa
remocao, utilizando o poder redutor do ascorbato e da glutationa, respectivamente,
para reduzir H O, em 4dgua (MITTLER, 2002).

Dentre os genes que codificam essas peroxidases, o gene ATGPX3 que codifica

uma GSH-POX em 4. thaliana, foi identificado como responsavel pela sinalizacao
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do estresse por seca e como um eliminador de EROs, mais especificamente atuando
na homeostase do H,0, (MIAO et al., 2006). Ainda em culturas de 4. thaliana,
Desikan et al. (2000) identificaram quatro genes induzidos pela presenga de H,O,
que apresentaram agdo nos mecanismos de reparo e protecao celular. A expressao
do gene CaPO2, uma isoforma da peroxidase, extraido da pimenta (Capsicum
annuum), conferiu maior tolerancia a seca e ao estresse oxidativo, enquanto que,
perdas da funcdo desse gene estava associado a maior suscetibilidade a esses
estresses (CHOI & HWANG, 2012).

Em cafeeiro, Lima et al. (2002) e Pinheiro et al. (2004), sugeriram que
a tolerancia a seca pode estar relacionada a uma maior atividade das enzimas
antioxidantes como SOD, APX e CAT. Os autores observaram que os genotipos
com maiores capacidades de sobrevivéncia em déficit hidrico foram aqueles que

apresentaram maior atividade e eficiéncia do sistema antioxidante.
5. CONSIDERACOES FINAIS

A seca ¢ um dos fatores ambientais de estresse que causa maiores danos
nos processos fisioldgicos e metabolicos das plantas, limitando a distribuicao e a
produtividade de muitas culturas. Melhorar a tolerancia a seca nas plantas tem sido
um desafio para os melhoristas, fisiologistas e geneticistas, pois ¢ uma caracteristica
genética complexa, com muitas vias metabdlicas envolvidas. Desenvolver plantas
tolerantes a seca requer a intera¢do de muitos mecanismos, caracteristicas, genes
apropriados para cada cultura e o ambiente em crescimento. Varios sdo os desafios
ainda para elucidar toda a complexidade dos mecanismos de resposta ao estresse
hidrico. Nos ultimos anos, como abordado nesse capitulo, a identificagdo de
genes relacionados a resposta seca nas plantas, a determinacao de seus padroes de
expressao e compreensdo de suas fun¢des tem auxiliado a engenharia genética e a

adocdo de novas abordagens no melhoramento para tolerancia a seca.
6. AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico

e Tecnologico (CNPq), a Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Espirito Santo

132



PPGGM

(FAPES) e a Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES).

7. REFERENCIAS

ALEXANDERSSON, E.; FRAYSSE, L.; SJOVALL-LARSEN, S.; et al. Whole
gene family expression and drought stress regulation of aquaporins. Plant
Molecular Biology, v. 59, p. 469—484, 2005.

ALVES, A. A. C.; SETTER, T. L. Abscisic acid accumulation and osmotic
adjustment in cassava under water deficit. Journal Environmental and Experimental
Botany, v. 51, p. 259-271, 2004.

ANGELI, A.; MONACHELLO, D.; EPHRITIKHINE, G.; FRACHISSE, J. M.;
THOMINE, S.; GAMBALE, F.; BARBIER-BRYGOO, H. The nitrate/proton
antiporter AtCLCa mediates nitrate accumulation in plant vacuoles. Nature, v.
442, p. 939-942, 2006.

ASHRAF, M.; HARRIS, P. J. C. Potential biochemical indicators of salinity
tolerance in plants. Plant Science, v. 166, p. 316, 2004.

AUDRAN, C.; BOREL, C.; FREY, A.; et al. Expression studies of the zeaxanthin
epoxidase gene in Nicotiana plumbaginifolia. Plant Physiology, v. 118, p. 1021—
1028, 1998.

BAGNI, N.; TASSONI, A. Biosynthesis, oxidation and conjugation of aliphatic
polyamines in higher plants. Amino Acids, v. 20, p. 301-317, 2001.

BAILLY, C. Active oxygen species and antioxidants in seed biology. Seed Science
Research, v. 14, n. 02, p. 93-107, 2004.

BAJAJ, S.; TARGOLLI, J.; LIU, L. F.; HO T. D.; WU, R. Transgenic approaches
to increase dehydration-stress tolerance in plants. Molecular Breeding, v. 5, p.
493-503, 1999.

BALFAGON, D.; ZANDALINAS, S. I.; BALINO, P. et al. Involvement of
ascorbate peroxidase and heat shock proteins on citrus tolerance to combined
conditions of drought and high temperatures. Plant Physiology and Biochemistry,
v.127, p. 194-199, 2018.

BARBOSA, M. R.; SILVA, M. M. A.; WILLADINOLL, L. et al. Geragao e

133



Topicos Especiais em Genética e Melhoramento 11

desintoxicacdo enzimatica de espécies reativas de oxigénio em plantas. Ciéncia
Rural, v. 44, n. 3, 2014.

BARTLETT M.K., KLEIN, T., JANSEN, S., CHOAT, B., SACK, L.The
correlations and sequence of plant stomatal, hydraulic, and wilting responses to
drought. PNAS .v. 113, n.46, p. 13098-13103, 2016.

BASU, S.; RAMEGOWDA, V.; KUMAR, A.; PEREIRA, A. Plant adaptation to
drought stress. F1000Research, v. 5, 2016.

BECK, E.; H., FETTIG, S.; KNAKE, C. et al. Specific and unspecific responses
of plants to colt and drought stress. Journal Bioscience, v.32, p.501-510, 2007.

BHAUSO, T. D.; THANKAPPAN, R.; KUMAR. A.; MISHRA, G. P., DOBARIA,
J. R.; RAJAM, M. Over-expression of bacterial mtID gene confers enhanced
tolerance to salt-stress and water deficit stress in transgenic peanut (Arachis
hypogaea) through accumulation of mannitol. Australian Journal of Crop Science,
v. 8,n. 3, p. 413-421, 2014.

BOURSIAC, Y.; CHEN, S.; LUU, D. T.; et al. Early effects of salinity on water
transport in Arabidopsis roots. Molecular and cellular features of aquaporin
expression. Plant Physiology, v. 139, p. 790-805, 2005.

BOWLER, C.;: VAN MONTAGU, M.; INZE, D. Superoxide dismutases and stress
tolerance. Annu Rev Plant Physiol Plant Mol Biol, v.43, p. 83-116, 1992.

BRENAC, P.; HORBOWICZ, M.; DOWNER, S. M.; DICKERMAN, A. M.;
SMITH, M. E.; OBENDOREF, R. L. Raffinose accumulation related to desiccation
tolerance during maize (Zea mays L.) seed development and maturation. Journal
of Plant Physiology, v. 150, p. 481-488, 1997.

CAPELL, T.; BASSIE, L.; CHRISTOU, P. Modulation of the polyamine
biosynthetic pathway in transgenic rice confers tolerance to drought stress.
Proceedings of the National Academy of Sciences, v. 101, n. 26, p. 9909-9914,
2004.

CARVALHO, M. H. C. Drought stress and reactive oxygen species: production,
scavenging and signaling. Plant signaling & behavior, v. 3, n. 3, p. 156-165, 2008.

CHEN, J. Q.; MENG, X. P.; ZHANG, Y. et al. Over-expression of OsDREB genes
lead to enhanced drought tolerance in rice. Biotechnology letters, v. 30, n. 12, p.
2191-2198, 2008.

134



PPGGM

CHENG, Z.; TARGOLLI, J.; HUANG, X. et al. Wheat LEA genes, PMA&0 and
PMA enhance dehydration tolerance of transgenic rice (Oryza sativa L.) Molecular
Breeding, v.10, p.71-82, 1959.

CHOI, H. W.; HWANG, B. K. The pepper extracellular peroxidase CaPO?2 is
required for salt, drought and oxidative stress tolerance as well as resistance to
fungal pathogens. Planta, v. 235, n. 6, p. 1369-1382, 2012.

CLOSE, T. J. Dehydrins: emergence of a biochemical role of a family of plant
dehydration proteins. Physiologia Plantarum, v. 97, p.795-803, 1996.

CUTLER, S. R.; RODRIGUEZ, P. L.; FINKELSTEIN, R. R.; et al. Abscisic acid:
emergence of a core signaling network. Annual Reviews Plant Biology, v. 61, p.
651-679, 2010.

DAMATTA, F. M.; RAMALHO, J. D. C. Impact of drought and temperature
stress on coffee physiology and production: a review. Brazilian Journal of Plant
Physiology, v. 18, p. 55-81, 2006.

DESIKAN, R.; NEILL, S.J.; HANCOCK, J. T. Hydrogen peroxide-induced gene
expression in Arabidopsis thaliana. Free Rad Biol Med, v.28, p.773-778, 2000.

DING, Y.; CAO, J.; NI, L.; et al. ZmCPK11 is involved in abscisic acid-induced
antioxidant defence and functions upstream of ZmMPKS5 in abscisic acid signalling
in maize. Journal of Experimental Botany, v. 64, p. 871-884, 2013.

ELBEIN, A. D. The metabolism of a, a -Trehalose. Advances in Carbohydrate
Chemistry and Biochemistry, v. 30, p. 227-256, 1974.

FANG, L.; LEI, H.; ZHAO, X.; SHEN, X.; LIU, A.; LI, T. Isolation and
characterization of two sorbitol transporter gene promoters in micropropagated
apple plants (Malus x domestica) regulated by drought stress. Plant Growth
Regulation, v. 68, n. 3, p. 475-482, 2012.

FANG, Y.; XIONG, L. General mechanisms of drought response and their
application in drought resistance improvement in plants. Cellular and molecular
life sciences, v. 72, n. 4, p. 673-689, 2015.

FEKI, K.; BRINI, F. Role of proteins in alleviating drought stress in plants. In:
AHMAD, P. (Ed.). Water Stress and Crop Plants: A Sustainable Approach. Nova
Jersey: Wiley-Blackwel, p. 165-176, 2016.

135



Topicos Especiais em Genética e Melhoramento 11

FELLER, U., VASEVA, 1. Extreme climatic events: impacts of drought and
high temperature on physiological processes in agronomically important plants.
Frontiers in environmental science. v. 2. Article 39. 2014.

FINN, J. T.; GRUNWALD, M. E.; YAU, K.W. Cyclic nucleotide-gated ion
channels: an extended family with diverse functions. The Annual Review of
Physiology, v. 58, p. 395-426, 1996.

FOYER, C. H.; NOCTOR, G. Redox homeostasis and antioxidant signaling: a
metabolic interface between stress perception and physiological responses. The
Plant Cell, v. 17, n. 7, p. 1866-1875, 2005.

GAMBOA, M. C., BALTIERRA, F., LEON, G., KRAUSKOPF, E. Drought
and salt tolerance enhancement of transgenic Arabidopsis by overexpression of
the vacuolar pyrophosphatase 1 (EVP1) gene from Eucalyptus globulus. Plant
physiology and biochemistry, v. 73, p. 99-105, 2013.

GUO, L.; WANG, Z. Y.; LIN. H; et al. Expression and functional analysis of the
rice plasma membrane intrinsic protein gene family. Cell Res, v. 16, p. 277-286,
2006.

HANBA, Y. T.; SHIBASAKA, M.; HAYASHI, Y.; et al. Overexpression of
the barley aquaporin HvPIP2;1 increases internal CO2 conductance and CO2

assimilation in the leaves of transgenic rice plants. Plant Cell Physiol. v. 45, p.
521-529, 2004.

HARE, P. D.; CRESS, W. A; VAN STADEN, J. Dissecting the roles of osmolyte
accumulation during stress. Plant Cell Environ. v. 21, p. 535-553, 1998. In:
DAMATTA, F. M.; RAMALHO, J. D. C. Impact of drought and temperature
stress on coffee physiology and production: a review. Brazilian Journal of Plant
Physiology, v. 18, p. 55-81, 2006.

HASEGAWA, P.M.; BRESSAN, R. A.; ZHU, J. K.; BOHNERT, H. J. Plant cellular
and molecular responses to high salinity. Annual review of plant physiology, v. 51,
p. 463-499, 2000.

HASTHANASOMBUT, S.; NTUI, V.; SUPAIBULWATANA, K. Expression
of OsBADHI1 gene in Indica rice (Oryza sativa L.) in correlation with salt,
plasmolysis, temperature and light stresses. Plant Omics v. 105, p. 89-96, 2011.

HAYASHI, H.; MURATA, N. Genetically engineered enhancement of salt tolerance

136



PPGGM

in higher plants. In: Satoh K, Murata N (eds) Stress responses of photosynthetic
organisms. Elsevier Press, Amsterdam, 1998, p. 133-148.

HETHERINGTON, A. M.; WOODWARD, F. I. The role of stomata in sensing and
driving environmental change. Nature, v. 424, p. 901-908, 2003.

HINCHA, D. K.; HAGEMANN, M. Stabilization of model membranes during
drying by compatible solutes involved in the stress tolerance of plants and
microorganisms. Biochemical Journal, v. 383, p. 277-283, 2004.

HOSY, E.; VAVASSEUR, A.; MOULINE, K.; et al. The Arabidopsis outward
K+ channel GORK is involved in regulation of stomatal movements and plant
transpiration. Proc Natl Acad Sci, v. 100, p.5549-54, 2003.

HU, H.; XIONG, L. Genetic engineering and breeding of drought-resistant crops.
Annual review of plant biology, v. 65, p. 715-741, 2014.

HUNDERTMARK, M.; HINCHA, D. K. Proteinas LEA (Late Embryogenesis
Abundant) e seus genes codificadores em Arabidopsis thaliana, BMC genomics,
v.9,n. 1, p. 118, 2008.

IUCHI, S.; KOBAYASHI, M.; TAJI, T.; et al. Regulation of drought tolerance
by gene manipulation of 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase, a key enzyme in
abscisic acid biosynthesis in Arabidopsis. Plant J, v. 27, p. 325-333, 2001.

JANG, J. Y,; LEE, S. H.; RHEE, J. Y.; et al. Transgenic Arabidopsis and tobacco
plants overexpressing an aquaporin respond differently to various abiotic stresses,
Plant Molecular Biology, v. 64, p. 621-632, 2007.

KALDENHOFF, R.; FISCHER, M. Aquaporins in plants. Acta Physiologica, v.
187, p. 169-176, 2006.

KASUKABE, Y. et al. Overexpression of Spermidine Synthase Enhances
Tolerance to Multiple Environmental Stresses and Up-Regulates the Expression
of Various Stress- Regulated Genes in Transgenic Arabidopsis thaliana. Plant and
Cell Physiology, v. 45, n. 6, p. 712-722, 2004.

KIM, Y.H.; KWAK, S.S. The role of antioxidant enzymes during leaf development.
In: GUPTA, S. D (Ed.). Reactive oxygen species and antioxidants in higher plants.
Florida: Science Publishers, 2010. p.129-150.

KISHOR K. P. B. et. Al. Overexpression of A1-Pyrroline-5-CarboxylateS ynthetase

137



Topicos Especiais em Genética e Melhoramento 11

Increases Proline Production and Confers Osmotolerance in Transgenic Plants’.
Plant Physiology, v. 108, p. 1387-1394, 1995.

KOORNNEEF, M.; LEON-KLOOSTERZIEL, K. M.; SCHWARTZ, S. H.; et
al. The genetic and molecular dissection of abscisic acid biosynthesis and signal
transduction in Arabidopsis. Plant Physiology and Biochemistry, v. 36, p. 83—89,
1998.

KOUSSEVITZKY, S.; SUZUKI, N.; HUNTINGTON, S. et al. Ascorbate
peroxidase plays a key role in the response of Arabidopsis thaliana to stress
combination. J Biol Chem, v. 283, p. 34197-34203, 2008.

KUSAKA, M., LALUSIN, A. G., FUJIIMURA, T. The maintenance of growth and
turgor in pearl millet (Pennisetum glaucum [L. Leeke) cultivars with different root
structures and osmo-regulation under drought stress. Plant Sci, v. 168, p. 1-14,
2005.

LACOMBE, B.; BECKER, D.; HEDRICH, R.; et al. The identity of plant glutamate
receptors. Science, v. 292, p. 1486-1487, 2001.

LEYMAN, B.; VAN DIJICK P.; THEVELEIN, J. An unexpected plethora of
trehalose biosynthesis genes in Arabidopsis thaliana. Trend and Plant Science, v.
6, p. 510-513, 2001.

LL Y. J.; HAL R. L.; DU, X. H.; JIANG, X. N.; LU, H. Over-expression of a
Populus peroxisomal ascorbate peroxidase (PpAPX) gene in tobacco plants
enhances stress tolerance. Plant Breeding, v. 128, n. 4, p. 404-410, 2009.

LIMA, A. L.; DAMATTA, F. M.; PINHEIRO, H. A. et al. Photochemical
responses and oxidative stress in two clones of Coffea canephora under water
deficit conditions. Journal Environmental and Experimental Botany, v. 47, p.239-
247,2002.

LIOTENBERG, S.; NORTH, H., MARION-POLL, A. Molecular biology
and regulation of abscisic acid biosynthesis in plants. Plant Physiology and
Biochemistry, v. 37, p. 341-50, 1999.

LUTTS, S.; MAJERUS, V.; KINET, J. M. NaCl effects on proline metabolism
in rice (Oryza sativa) seedlings. Physiologia Plantarum, v.105, p.450-458, 1999.

MAGWANGA, R. O.; LU, P.; KIRUNGU, J. N. et al. Characterization of the late
embryogenesis abundant (LEA) proteins family and their role in drought stress

138



PPGGM

tolerance in upland cotton. BMC genetics, v. 19, n. 1, p. 6, 2018.

MARIN, E.; NUSSAUME, L.; QUESADA, A.; et al. Molecular identification of
zeaxanthin epoxidase of Nicotiana plumbaginifolia, a gene involved in abscisic
acid biosynthesis and corresponding to the ABA locus of Arabidopsis thaliana.
EMBO J, v. 15, p.2331-42, 1996.

MARUYAMA, K.; TAKEDA, M.; KIDOKORO, S. et al. Metabolic pathways
involved in cold acclimation identified by integrated analysis of metabolites and
transcripts regulated by DREB1A and DREB2A. Plant physiology, v. 150, n. 4,
p. 1972-1980, 2009.

MATTANA, M.; BIAZZI, E.; CONSONNI, R.; LOCATELLI, F.; VANNINI, C.;
PROVERA, S.; CORAGGIO, I. Overexpression of Osmyb4 enhances compatible
solute accumulation and increases stress tolerance of Arabidopsis thaliana.
Physiologia Plantarum, v. 125, p. 212-223, 2005.

MAYOR, A.;: PINEDA, B.; GARCIA-ABELLAN, J. O. et al. Overexpression of
dehydrin tas14 gene improves the osmotic stress imposed by drought and salinity
in tomato. Journal of plant physiology, v. 169, n. 5, p. 459-468, 2012.

MCKERSIE, B.D.; BOWLEY, S. R.; HARJANTO, E. et al. Water-deficit tolerance
and field performance of transgenic alfalfa overexpressing superoxide dismutase.
Plant Physiology, v. 111, n. 4, p. 1177-1181, 1996.

MEYER, M. P.; BUKAU, B. Hsp70 Chaperones: Cellular functions and molecular
mechanism. Cellular and molecular life sciences, v. 62, n. 6, p. 670, 2005.

MIAOQO, Y. L. V. D; WANG, P.; WANG, X. C. et al. An Arabidopsis glutathione
peroxidase functions as both a redox transducer and a scavenger in abscisic acid
and drought stress responses. Plant Cell, v.18, p.2749-2766, 2006.

MITTLER, R. Oxidative stress, antioxidants and stress tolerance. Trends Plant
Sci, v.7, p. 405-410, 2002.

MORI, I. C.; MURATA, Y.; YANG, Y.; et al. CDPKs CPK6 and CPK3 function
in ABA regulation of guard cell S-type anion- and Ca2+-permeable channels and
stomatal closure, PLoS Biol, v. 4, p. 1749-1762, 2006.

MOUILLON, J.; GUSTAFSSON, P.; HARRYSON, P. Investigacao estrutural
de proteinas de stress desordenadas. Comparacdo de desidratos completos com

peptideos isolados de seus segmentos conservados. Physiol vegetal, v. 141, p.
638-650, 2006.

139



Topicos Especiais em Genética e Melhoramento 11

NUCCIO, M. L.; RODEES, D.; MCNEIL, S.; HANSON, A. D. Metabolic
engineering of plants for osmotic stress resistance. Current Opinion in Plant
Biology, v. 2, p. 128-134, 1999.

OKAMOTO, M.; TANAKA, Y.; ABRAMS, S. R.; et al. High humidity induces
abscisic acid 80-hydroxylase in stomata and vasculature to regulate local and
systemic abscisic acid responses in Arabidopsis. Plant Physiol. v. 149, p. 825-834,
2009

PANDEY, S.; ZHANG, W.; ASSMANN, S. M. Roles of ion channels and
transporters in guard cell signal transduction. FEBS Lett., v. 581, p.2325-2336,
2007.

PEITER, E.; MAATHUIS, F. J. M.; MILLS, L. N.; et al. The vacuolar Ca2+-
activated channel TPC1 regulates germination and stomatal movement. Nature, v.
434, p. 404-408, 2005.

PILOT, G.; PRATELLI, R.; GAYMARD, F.; et al. Five-group distribution of the
Shaker-like K+channel family in higher plants. ] Mol Evol, v. 56, p. 418-434,
2003.

PINHEIRO, H. A.; DAMATTA, F. M.; CHAVES, A. R. M. et al. Drought tolerance
in relation to protection against oxidative stress in clones of Coffea canephora
subjected to long-term drought. Plant Sci, v.167, p. 1307-1314, 2004.

POORTER, L.; MARKESTEIIN, L. Seedling traits determine drought tolerance
of tropical tree species. Biotropica, v. 40, n. 3, p. 321-331, 2008.

RATNAYAKA, H. H.; MOLIN, W. T.; STERLING, T. M. Physiological and
antioxidant responses of cotton and spurred anoda under interference and mild
drought. J Exp Bot, v.54, p. 2293-2305, 2003.

REGGIANI, R.; AURISANO, N.; MATTANA, M.; BERTANI, A. J. Plant and
Physiology, v. 142, p. 94-98, 1993.

RIBEIRO, S. M. R.; QUEIROZ, J. H.; PELUZIO, M. C. et al. A formagao ¢ os
efeitos das espécies reativas de oxigénio no meio biologico. Bioscience journal,
v. 21, n. 3, p. 133-149, 2005.

RICHARDS, F. J.; COLEMAN, R. G. Nature, v. 170, p. 460, 1952.

SARAVITZ, D. M.; PHARR, D. M.; CARTER, T. E. Galactinol synthase

140



PPGGM

activity and soluble sugars in developing seeds of four soybean genotypes. Plant
Physiology, v. 83, p. 185-189, 1987.

SATO, Y.; YOKOYA, S. Enhanced tolerance to drought stress in transgenic rice
plants overexpressing a small heat-shock protein, sHSP17. 7. Plant cell reports, v.
27,n. 2, p. 329-334, 2008.

SEKI, M.; UMEZAWA, T.; URANO, K.; SHINOZAKI, K. Regulatory metabolic
networks in drought stress responses. Current Opinion in Plant Biology, v.10,
p-296- 302, 2007.

SEO, M.; PEETERS, A. J. M.; KOIWAI, H.; et al. The Arabidopsis aldehyde
oxidase 3 (AAO3) gene product catalyzes the final step in abscisic acid biosynthesis
in leaves. Proc Natl Acad Sci, v. 97, p.12908-12913, 2000.

SERRANO, R.; MULET, J. M.; RIOS, G.; et al. A glimpse of the mechanisms of
ion homeostasis during salt stress. Journal of Experimental Botany, v. 50, p.1023—
1036, 1999.

SHEN, Y. G. et al. AhCMO, regulated by stresses in Atriplex hortensis, can improve
drought tolerance in transgenic tobacco. Theoretical and Applied Genetics, v. 105,
p. 815-821, 2002.

SIEFRITZ, F.; OTTO, B.; BIENERT, G. P; et al. The plasma membrane aquaporin
NtAQP1 is a key component of the leaf unfolding mechanism in tobacco. Plant J,
v. 37, p. 147— 155, 2004.

SILVEIRA, J. A. G.; VIEGAS, R. D.; ROCHA, I. M. A.; et al. Proline accumulation
and glutamine synthetase activity are increased by salt-induced proteolysis in
cashew leaves. Journal of Plant Physiology, v.160, p.115-123, 2003.

SIVAMANI, E.; BAHIELDIN, A.; WRAITH, J. M. et al. Improved biomass
productivity and water use efficiency under water deficit conditions in transgenic
wheat constitutively expressing the barley HVA1 gene. Plant Sci, v.12, p.:1-9,
2000.

STOOP, J. M. H.; WILLIAMSON, J. D.; PHARR, D. M. Mannitol metabolism
in plants: a method for coping with stress. Trends in Plant Science, v. 1, n. 5, p.
139-144, 1996.

SUH, M.C. et al. Cuticular Lipid Composition, Surface Structure, and gene
expression in Arabidopsis stem epidermis. Plant Physiol, v.139, p. 1649-1665,

141



Topicos Especiais em Genética e Melhoramento 11

2005.

SUH, S.J.; WANG, Y. F.; FRELET, A.; et al. The ATP binding cassette transporter
AtMRPS5 modulates anion and Ca2+ channel activities in Arabidopsis guard cells.
J Biol Chem, v. 282, p. 1916-1924, 2006.

SZEKELY, G.; ABRAHAM, E.; CSEPLO, A.; et al. Duplicated P5CS genes of
Arabidopsis play distinct roles in stress regulation and developmental control of
proline biosynthesis, The Plant Journal, v. 53, p. 11-28, 2008

TAIZ, L.; ZEIGER, E. Fisiologia vegetal. 5. ed., Artmed, 2013. 918 p.

TAN, B. C.; SCHWARTZ, S. H.; ZEEVAART, J. A. D.; et al. Genetic control of
abscisic acid biosynthesis in maize. Proc Natl Acad Sci, USA. v. 94, p. 12235-40,
1997.

TREBERG, J. R.; DRIEDZIC, W. R. The accumulation and synthesis of betaine
in winter skate (Leucoraja ocellata). Comparative Biochemistry and Physiology,
v. 147, p. 475-83, 2007.

TYERMAN, S, D.; NIEMIETZ, C. M.; BRAMELEY, H. Plant aquaporins:
multifunctional water and solute channels with expanding roles. Plant Cell
Environ, v.25, p.173-194, 2002.

UEHLEIN, N.; LOVISOLO, C.; SIEFRITZ, F.; et al. The tobacco aquaporin
NtAQP1 is a membrane CO2 pore with physiological functions. Nature, v. 425,
p- 734-737, 2003.

UENO, K.; KINOSHITA, T.; INOUE, S.; et al. Biochemical characterization of
plasma membrane H+-ATPase activation in guard cell protoplasts of Arabidopsis
thaliana in response to blue light. Plant Cell Physiol, v. 46, p. 955-963, 2005.

WANG, F. Z.; WANG, Q. B.; KWON, S. Y. et al. Enhanced drought tolerance of
transgenic rice plants expressing a pea manganese superoxide dismutase. Journal
of plant physiology, v. 162, n. 4, p. 465-472, 2005.

XIAO, B. Z.; CHEN, X.; XIANG, C. B. et al. Evaluation of seven function-known
candidate genes for their effects on improving drought resistance of transgenic rice
under field conditions. Mol Plant, v. 2, p.73-83, 2009.

XIONG, L.; ZHU, J. K. Molecular and genetic aspects of plant responses to
osmotic stress. Plant, Cell & Environment, v. 25, n. 2, p. 131-139, 2002.

142



PPGGM

XIONG. L.; ISHITANI, M.; LEE, H.; et al. The Arabidopsis LOS5/ABA3 locus
encodes a molybdenum cofactor sulfurase and modulates cold and osmotic stress
responsive gene expression. Plant Cell., v. 13, p. 2063-2083, 2001.

XU, Z.; ZHOU, G. Responses of leaf stomatal density to water status and its
relationship with photosynthesis in a grass. Journal of experimental botany, v. 59,
n. 12, p. 3317-3325, 2008.

YU, H.; CHEN, X.; HONG, Y. Y.; WANG, Y.; XU, P,; KE, S. D.; LIU, H. ; ZHU,
J.; OLIVER, D. J.; XIANG, C. B. Activated expression of an Arabidopsis HD-
START protein confers drought tolerance with improved root system and reduced
stomatal density. The Plant Cell, v. 20, n. 4, p. 1134-1151, 2008.

YU, Q.; HU, Y;; LL J.; et al. Sense and antisense expression of plasma membrane
aquaporin BnPIP1 from Brassicus napus in tobacco and its effects on plant drought
resistance. Plant Sci, v. 168, p. 647-656, 2005.

ZHANG, Y.; XU, W.; LI, Z.; et al. F-Box protein DOR functions as a novel
inhibitory factor for abscisic acid-induced stomatal closure under drought stress
in Arabidopsis, Plant Physiology, v. 148, p. 2121-2133, 2008.

ZHOU, S.; HU, W.; DENG, X. et al. Overexpression of the wheat aquaporin gene,
TaAQP7, enhances drought tolerance in transgenic tobacco. PLoS One, v. 7, n.

12, p. 52439, 2012.

ZHU, J. K. Plant salt tolerance. Trends Plant Sci., v. 6, p. 6671, 2001.

143



Topicos Especiais em Genética e Melhoramento 11

Capitulo 07

MARCADORES MOLECULARES BASEADOS EM
SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO

Luara Lopes Sousa
Marcia Flores da Silva Ferreira

Talles Eduardo Ferreira Maciel
1. INTRODUCAO

A ciéncia ndo para e estd sempre buscando novas descobertas, que na
maioria das vezes surgem para melhorar a vida de todos nos. Nao foi diferente
com a biologia molecular. O desenvolvimento, relativamente recente, de inlimeras
técnicas nesta area culminou no surgimento de intmeros tipos marcadores
moleculares que sdo ferramentas Uteis para detectar a variabilidade genética entre
dois ou mais individuos ou organismos. Marcadores moleculares sdo amplamente
utilizados em diversas linhas de pesquisas e tem auxiliado na compreensao de
diversos processos celulares.

Marcador molecular é qualquer carater visivel ou um feno6tipo molecular
proveniente de um segmento especifico de DNA, que pode ser expresso ou nao
(SANSALONI, 2012). No contexto deste capitulo vamos entender marcadores
moleculares como um segmento do DNA que apresenta variabilidade quando
comparado a mesma regido em outros individuos ou organismos. Diversas
hipoteses, em inimeras areas, podem ser respondidas a partir destas comparagdes.
Considerando as alteragcdes nas sequéncias moleculares, estes podem ser de
evolugdo lenta (adequados para estudos interespecificos) ou de evolucgdo rapida
(apropriados para estudo de individuos, familias e populagdes).

Os alelos em loci individuais segregam pelas geragdes segundo padrdo de
herangca Mendeliana, relacionada as caracteristicas monogénicas ou que apresentam
distribui¢do compativel com as esperadas em caracteristicas poligé€nicas. A deteccao
de marcadores pode empregar diferentes técnicas, tais como, endonucleases de

restricdo, hibridizacdo de acidos nucléicos, amplificacdo de sequéncias de DNA
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via PCR ou sequenciamento.

Marcadores moleculares em plantas sdo amplamente empregados em estudos
de diversidade genética, inferéncia filogenética, estrutura genética de populagdes
naturais, conservacdo e uso de recursos genéticos, melhoramento vegetal,
obtengdo de mapas de ligacdo, identificacdo de loci associados a caracteristicas
importantes ao melhoramento, tanto de natureza qualitativa, quanto quantitativa
(QTL). A escolha do marcador molecular a ser utilizado depende dos objetivos a
serem alcancados na pesquisa, da disponibilidade de recursos e da estrutura de
laboratdrio.

No geral, o conteudo gendmico entre individuos de uma espécie, ou até
mesmo entre espécies diferentes (em taxons proximos) ¢ altamente conservado,
sendo as variagdes genéticas mais comuns aquelas caracterizadas por diferencas
em um Unico nucleotideo quando comparada regides equivalentes de genomas
distintos. Estas variacdes, conhecidas como Polimorfismo de Nucleotideo
Unico (Single Nucleotide Polymorphism - SNP), sio amplamente distribuidos
no genoma de varias espécies e resulta de uma mutagdo ou indels (insertions
or deletions - indels). Apesar de ser possivel a ocorréncia de qualquer um dos
quatro nucleotideos, comumente os SNPs sdo bialélicos devido a maneira que s@o
originados e distribuidos entre os individuos da populagdo. Quando tais mutagdes
ocorrem em células germinativas, sdo herdadas pela progénie, transmitidas as
geragdes seguintes e apos algumas geragcdes o SNP pode se fixar na populagao
em uma frequéncia minima de 1%, quando deixam de ser mutag@o e passam a ser
consideradas polimorfismos (BROOKES, 1999).

A identificagdo e uso destes marcadores tem sido amplamente utilizado
devido a possibilidade de sua identificagdo automatizada em plataformas de
sequenciamento de nova geracdo (next generation sequencing - NGS). Em um
unico experimento, diferentes abordagens utilizadas por estas metodologias, tem
possibilitado a descoberta e genotipagem de centenas ou milhares de SNPs ao
longo do genoma. Esse aumento da eficiéncia e os beneficios de baixo custo,
aliado a possibilidade de aplicagdo em qualquer espécie, tornaram este marcador
muito atrativo e popular. Assim a identificacdo de SNPs passou a ser relevante
para genotipagem, mapeamento em escala fina, estudos de associagdo, de selecao

gendmica ampla, de variacdo genética dentro e entre espécies, bem como estudos
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de pedigree; todos com grande aplicagdo no melhoramento de plantas.

A genotipagem de SNPs por NGS geralmente ¢ realizado através de uma
estratégia multiplex, que consiste no sequenciamento simultaneo de diferentes
amostras. Para isto, é adicionado um pequeno adaptador (barcode) que difere para
cada uma das amostras a ser sequenciada. Estes adaptadores sdo relativamente
baratos e permitem a identificagdo e agrupamento das sequencias de DNA por
individuo.

Atualmente, duas metodologias de NGS para a genotipagem de SNPs tém
se destacado, Genotyping-by-Sequency (GBS - Genotipagem por sequenciamento)
e Diversity Array Technology (DArTseq). Ambas sdo baseadas na redugdo da
complexidade gendmica a partir de enzimas de restri¢do. Elas compartilham
varias etapas, tais como a extragdo, quantificacdo, analise da qualidade do DNA,
fragmentagdo, ligagdo dos adaptadores, amplificacdo por PCR, sequenciamento
e andlise das sequéncias com ou sem suporte de um genoma de referéncia,
e identificagdo dos SNPs (TURCHETTO-ZOLET et al., 2017). Entretanto,
apresentam particularidades, como por exemplo no processo de preparo das
bibliotecas para o sequenciamento.

Estas metodologias estdo sendo aplicadas com diferentes propositos em
estudos envolvendo diversas espécies de plantas, tais como estudos filogenéticos
em varios géneros ou familias (AL-BEYROUTIOVA et al., 2016; STETTER &
SCHMID, 2017); descoberta de SNPs para constru¢ao de mapas genéticos de alta
densidade (GUAJARDO et al., 20151; REN et al., 2015); estudos de associagdo
gendmica ampla (NIMMAKAYALA et al., 2014; SUKUMARAN et al., 2018);
bem como estudos de diversidade genética (FU, CHENG, & PETERSON, 2014;
BALOCH et al., 2017).

Neste capitulo sera realizada uma introdugao as metodologias GBS e DArTseq
com foco na base tedrica e aplicagdes, tendo como publico alvo estudantes de

graduacdo, pos-graduagdo e pesquisadores que tenham interesse sobre o assunto.
2. GENOTYPING BY SEQUENCING (GBS)

A metodologia da genotipagem por sequenciamento (GBS) foi desenvolvida

pelo grupo do pesquisador Robert J. Elshire na Universidade de Cornell em 2011.
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Embora desenvolvida utilizando a plataforma Illumina, esta metodologia pode ser
executada empregando outras plataformas de NGS.

A construcdo de bibliotecas GBS baseia-se na redugdo de complexidade do
genoma com enzimas de restri¢ao (REs), pois a maioria das espécies estudadas tem
genomas grandes e complexos. Esta abordagem ¢ simples (comparado a obtengao
de bibliotecas por outras metodologias), rapida, especifica, altamente reprodutivel
e pode alcangar regides do genoma inacessiveis por outras abordagens. Estas
caracteristicas explicam sua ampla utilizagao, inclusive em estudos de organismos
com genomas grandes e complexos. Uma das vantagens desta técnica € que pode
ser aplicada tanto a espécies que possuem genoma de referéncia quanto a espécies
sem genoma de referéncia. Porém, o alinhamento com um genoma ¢ essencial para
aumentar o numero de SNPs encontrados. Com a metodologia GBS ¢ possivel
identificar centenas de milhares de SNPs no genoma (ELSHIRE et al., 2011).

A avaliagdo do DNA gendmico sequenciado associado ao sitio de restricao,
RAD (Restriction site-associated DNA) para descoberta de SNPs em larga escala e
genotipagem foi primeiramente proposta por Baird et al. (2008). GBS utiliza uma
abordagem semelhante a RAD, porém muito menos complicada: requer menos
DNA, a geragdo dos fragmentos (utilizando adaptadores apropriados) ¢ menos
laboriosa, menor manuseamento das amostras e poucos passos de purificagao.
Soma-se ainda as poucas etapas enzimaticas a vantagem de n3o necessitar
selecionar os fragmentos por tamanho (POLAND et al., 2012). O protocolo para
GBS foi inicialmente desenvolvido para o milho (ELSHIRE et al., 2011). Desde
entdo, esse procedimento tem sido utilizado com sucesso em varias outras espécies,
com diversas finalidades, ndo podendo deixar de salientar que esta técnica tem sido
otimizada para atender diferentes demandas de recursos financeiros e materiais.

Resumidamente, a metodologia para a construgdo da biblioteca GBS,

proposta por Elshire et al. (2011), envolve as seguintes etapas (Figura 1):
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4.DNAs agrupados e remogao dos

adaptadores néo ligados 6.Limpeza do PCR
1.Plaquear DNA e
adapatadores
Primers
de PCR
1&2

—>

>-Realizagao 7.Avaliagao dos
2.Digestao do DNA com Enzimas do PCR tamanhos de

3.Ligagdo dos Adaptadores fragmentos

Figura 1. 1) Amostra de DNA, adaptadores barcode e adaptadores comuns sao
aplicadas na placa. 2) Digestdo do DNA com uma enzima de restricdo de corte
coesivo visando reduzir a complexidade do genoma. 3) Liga¢@o, com auxilio de
enzima de ligag@o, do adaptador barcode a uma das extremidades dos fragmentos
clivados e do adaptador comum a outra extremidade. 4) A enzima T4 ligase ¢é
inativada e uma aliquota de cada amostra ¢ reunida e aplicada a uma coluna de
exclusdo por tamanho para remocao de adaptadores ndo ligados. 5) PCR com
a adicdo de primers apropriados capazes de se ligar aos adaptadores ligados
aos fragmentos clivados. 6-7) Purificagdo do produto da PCR e avaliagdo dos
tamanhos dos fragmentos da biblioteca GBS obtida. Fonte: Elshire et al., (2011)
com modificagoes.

1) Amostra de DNA, adaptadores barcode ¢ adaptadores comuns sdo
plaqueados em seco. As amostras analisadas devem conter DNAs com elevado grau
de pureza, ou seja, devem ser livres de DNA contaminantes, RNAs, e menos de 5%
de DNA organelar. O comprimento dos barcodes e a composi¢ao de nucleotideos
destes deve ser otimizado para evitar erros de sequenciamento. Neste passo, até
96 amostras de DNA podem ser processadas simultaneamente.

2) Digestao do DNA com uma enzima de restri¢do de corte coesivo visando
reduzir a complexidade do genoma. Nesta etapa pode ser utilizada uma ou mais
enzimas, evitando na maioria das vezes, a clivagem em regides repetitivas do
genoma; a fim de favorecer a representacdo de regides com baixo nimero de
copias; fato este que simplifica o alinhamento computacional em espécies com

alta diversidade genética.
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3) As extremidades dos fragmentos clivados sdo ligadas, de um lado a
adaptadores contendo barcodes e do outro ao adaptador comum; com auxilio de
enzima de ligacdo. Barcodes, sdo sequéncias conhecidas, que proporcionam a
separacao das reads sequenciadas por amostra. O adaptador barcode é constituido
pelo primer, por uma sequéncia barcode que varia de 4 a 8 pares de bases e
por uma sequéncia complementar ao sitio de restri¢cao clivado pela enzima. O
adaptador comum, € constituido pelo primer e por uma sequéncia complementar
ao sitio de restricao.

4) A enzima T4 ligase ¢ inativada por aquecimento e uma aliquota de cada
uma das amostras em estudo ¢é retirada, misturada e aplicada a uma coluna de
exclusdo por tamanho, sendo este passo efetuado com o intuito de remover
adaptadores ndo ligados.

5) Em seguida, tem-se a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Esta etapa
inicia-se com a adi¢@o de primers apropriados capazes de se ligar aos adaptadores
ligados aos fragmentos clivados. Estes primers tém ainda uma sequéncia
complementar aos oligonucleotideos presente na placa de sequenciamento. A etapa
de PCR ¢ realizada com o intuito de aumentar o pool de fragmentos.

6-7) Purificagdo do produto da PCR com posterior avaliagdo, em analisador
de DNA, dos tamanhos dos fragmentos da biblioteca GBS obtida. Apenas os
fragmentos ligados ao adaptador com barcode em uma extremidade e ao adaptador
comum na extremidade oposta serdo sequenciados. A otimizagdo deste passo
requer testes prévios visando identificar a melhor concentragdo de adaptadores
a ser utilizada. Concentragdes elevadas de primers pode resultar na presenca de
dimeros de primers, fato este que prejudica a andlise. Fragmentos grandes (>

1Kpb) ndo sdao amplificados.

Durante o sequenciamento, pode ser gerado diversos tipos de combinagdes
envolvendo os elementos presente no meio reacional. Qualquer sequéncia que
nao tenha os seguintes elementos em sua composi¢do: adaptador barcode, sitio de
restri¢do da enzima, inserto, sitio de restri¢ao e adaptador comum; sera descartada
das futuras analises de bioinformatica. Basicamente, as analises de bioinformatica
consistem de trés etapas: analise da qualidade dos fragmentos sequenciamentos,

identificacdo e filtragens dos SNPs (Figura 2).
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1°) Analise da qualidade dos fragmentos sequenciados via NGS

1 com base no score de qualidade dos nucleotideos que compdem os fragmentos

2°) Identificacio dos SNPs

l Com base no alinhamento dos fragmentos a um genoma de referéncia ou a referéncia

3°) Filtragens dos SNPs
l alguns critérios utilizados para filtragem:

dados perdidos, cobertura do sequenciamento, MAF e coeficiente de endogamia
Aplicagdes em genética vegetal de plantas:
GWAS, filogenia, diversidade, GWS e outras
Figura 2. Etapas referentes as analises de bioinformatica apds o sequenciamento

das amostras.

Varias caracteristicas intrinsecas aos fragmentos sequenciados sdo capazes
de interferirem na andlise. Assim, os fragmentos precisam ser analisados com
a finalidade de projetar o tipo de tratamento necessario para deixar os dados o
mais adequado possivel para andlise. Um software amplamente utilizado para

este proposito é o fastQC (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/
download.html#fastgc). Como este software ¢ possivel avaliar desde o score de

qualidade dos nucleotideos dos fragmentos a composi¢ao e tamanho dos mesmos.

Para a identificagdo dos SNPs ¢ preciso alinhar os fragmentos previamente
separados por amostras a um genoma de referéncia. Quando ndo se tem o genoma
de referéncia, as proprias sequencias obtidas podem ser utilizadas para montar uma
referéncia. Um dos programas que permite a identificacdo de SNPs é o TASSEL
que funciona com base em um pipeline composto por varios plug-ins. Assim,
temos um arquivo no formato .vcf contendo as informagdes dos polimorfismos
encontrados. Arquivos neste formato contém informagdes sobre a genotipagem,
como a frequéncia alélica, heterozigose, posicdo dos SNPs, dentre outras
informagdes. Por fim, estes SNPs podem ser carregados no visualizador gendmico
integrado (Integrative Genomics Viewer — IGV).

A etapa de filtragem dos SNPs ¢ de fundamental importancia, sendo

necessaria, principalmente, devido a erros que ocorrem durante o sequenciamento.
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Assim, saber que um SNP representa a variabilidade genética nas amostras
analisadas ¢ de suma importancia, uma vez que esta informacao serd implementada
diretamente em inimeras linhas de pesquisa. No entanto esta ndo ¢ uma tarefa
trivial. Plug-ins presente no pipeline de analise gera tabelas contendo informagdes
essenciais para avaliar a natureza do SNP. Tais conclusdes acerca da natureza
dos SNPs sdo tomadas apods analises utilizando pacotes especificos do R. Como
critérios que podem ser utilizados para filtragem de SNPs, podemos citar: presenga
de dados perdidos, cobertura do sequenciamento, andlise da frequéncia do menor
alelo (MAF) e coeficiente de endogamia.

A aplicacdo desses parametros reduz a quantidade dos SNPs iniciais,
entretanto sua utilizagdo é importante para adequar os dados as caracteristicas
bioldgicas da populagdo e, portanto, aumentar a confiabilidade dos polimorfismos
detectados.

Na abordagem original proposta por Elshire et al., (2011) e descrita acima,
apenas uma Unica enzima de restri¢do era utilizada para cortar a sequéncia
genomica. Em um trabalho posterior, Poland et al. (2012) propuseram uma
otimizacdo para produ¢do da biblioteca gendmica a partir da utilizacdo de duas
enzimas de restri¢do, uma de corte frequente e outra de corte raro (Figura 3). A
aplicagdo deste método foi realizada utilizando como modelo a cevada e o trigo;
demonstrando a robustez do GBS para genotipagem em espécies com genomas

grandes, complexos e até mesmo poliploides.

RE+Insert | 5
+RE S

w
Barcode

T

GBS

RE1+Insert | 5'AGATCOGAAGAGCGGACTTARGCS'
+RE2 B

| GBS com duas enzimas na plataforma Illumina

5/ AATGATACGGCGACCACCOAGATCTACACTCTT \CaA cCaATCT
5’ CACGACGCTCTTCCGATCT
37 GTGCTGCGAGAAGGCTAGA

[ Barcode |

5 AATGATACGGOGACCACCGAGAT CTACACTCTTT ACGAS TCCGATCT
5 TTCCGATCT
3' GAGCCOTAAGGACGACTTGGCAAGARGGCTAGA

7] aCCaAGa !

t 5 T
i CGCAGCACAT ‘
+RE | 3' TCTAGSCTTCT TCCCTTTCTCACAS

TOTA

| Barcode }
Barcode

Figura 3. Variagdo da técnica de GBS para obtencdo da biblioteca para
sequenciamento. Algumas abordagens utilizam uma enzima de restri¢do, enquanto
outras utilizam duas enzimas para a digestdo do DNA genomico. RE: enzima de

restri¢do. Fonte: Adaptado de Jiang et al. (2016).
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2.1. Métodos de amostragem do genoma para descoberta de SNP em larga

escala

A descoberta de SNPs em larga escala utilizando NGS ¢ utilizada em diversas
linhas de pesquisas. Seja por falta de recursos ou devido a qualquer outra causa,
nem sempre ¢ possivel re-sequenciar um genoma inteiro para analise de SNPs.
Devido ao aperfeigoamento das técnicas destinadas a este propdsito, em muitos
casos, 0 re-sequenciamento total do genoma nao é mais necessario.

A caracteristica comum destes métodos que tem permitido tal andlise é
sequenciar uma fracdo do genoma da espécie em estudo, fragdo esta que seja
representativa do todo. Estas técnicas s@o denominadas coletivamente como
métodos de sequenciamento de amostragem ampla do genoma (GWSS - Genome
Wide Sampling Sequencing). Assim, pode-se dizer que elas tém por finalidade a
reducdo da complexidade do genoma. Consequentemente tem-se com vantagem
a reducdo dos custos ao utilizar esta abordagem para detec¢do de SNPs.

Tradicionalmente, os métodos GWSS envolvem trés etapas comuns:

1) Digestdo do DNA em estudo com enzimas de restrigao,
2) ligagdo dos fragmentos obtidos a adaptadores especificos das diferentes
plataformas de sequenciamento, e

3) amplifica¢do por PCR para gerar as bibliotecas a serem sequenciadas.

A Figura 4 evidencia algumas estratégias de reducdo da complexidade do

genoma.
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Digestdao do DNA com Enzima de Restrlgao
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Sequendamento de Préxima Gerasse

Figura 4. Diferentes estratégias para GWSS. 1) A sequéncia de passos indicada
pela seta de cor preto representa uma estratégia de GWSS sem selecdo por tamanho
depois da digestao das enzimas de restricao e ligacdo dos adaptadores. A sele¢ao
por tamanho deve ser realizada apds a amplificacdo por PCR. 2) GWSS como
semi-sele¢do por tamanho. Estes métodos realizam a sele¢ao depois da ligagdo
com adaptadores. Alguns métodos podem combinar corte ao acaso com seleg@o
por tamanho e entdo ligar com o segundo adaptador. 3) GWSS com sele¢do por
tamanho imediatamente apds a digestdo. 4) GWSS com amplificagdo seletiva.
Este método ¢ dependente do desenho de primers para amplificacdo seletiva de
produtos de sequenciamento. Teoricamente, os dois primeiros grupos de métodos
permitem a reducdo da complexidade do genoma, enquanto os dois tltimos podem
resultar na redugdo da representacdo do genoma (Figura adaptada de Jiang et al.,
2016).

A estratégia a ser utilizada depende de inumeros fatores como: hipdtese
a ser testada, espécie em estudo, informagdes publicadas sobre a espécie em
estudo, recursos financeiros disponiveis, estrutura do laboratorio, profissionais

especializados para analise dos dados, dentre outros.
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2.2. Aplicacoes

Varios estudos em plantas tém utilizado a abordagem GBS (Tabela 1). Uma
das principais aplica¢des ¢ a caracterizagdo de amostras e elucidagdo de relagdes
filogenéticas, uma vez que relagdes resolvidas entre espécies cultivadas e seus
parentes silvestres fornecem um recurso importante para o desenvolvimento das
culturas, pelas espécies silvestres serem consideradas recursos genéticos valiosos,
para selecionar caracteristicas desejaveis; resultando em melhor adaptagdo a
uma gama de ambientes, bem como resisténcia a pragas e a doencas (HAMON
et al.,, 2017). Como exemplo tem-se a caracterizagdo de materiais proveniente
de uma colecdo de germoplasma selvagem e cultivada de espécies de Lens spp..
Discordancias sdo relatadas em relagdo a classificagdo no nivel de espécies e
subespécies, por estudos taxondmicos deste género, com base em morfologia,
citogenética, hibridiza¢do e marcadores moleculares (WONG et al., 2015). A
utilizacdo de SNPs como ferramenta de triagem, através de GBS, permitiu uma
melhor compreensao da classifica¢do ao nivel do taxon.

Com o mesmo propdsito, o estudo do género Coffea utilizando o método
GBS revelou informagdes sobre a evolugdo de genes envolvidos no contetido de
cafeina entre as espécies. O conhecimento sobre espécies de café silvestre avangou
recentemente, incluindo novas informagdes sobre as duas principais espécies da
cultura (o café Arabica (Coffea arabica) e Robusta (Coffea canephora). Neste
estudo, 81 amostras foram submetidas ao GBS, resultando na analise de 2.715 loci,
nos quais foram detectados 28.800 SNPs. Estes foram suficientes para permitir a
resolucdo das relagdes entre espécies.

Outra grande aplicacdo dos SNPs oriundos da metodologia GBS ¢ a
construcdo de mapas de ligagdo altamente saturados, importantes para a detecgdo
de /oci importantes agronomicamente. Os passos para a obtencdo de um mapa
de ligacdo saturado estdo representados na Figura 5A e incluem: a) a obtengéo
de populagdo experimental a partir de pais contrastantes, como populagdes
F,, retrocruzamentos ¢ RILs (Linhagens Endogdmicas Recombinantes); b) a
identificacdo de polimorfismos nos pais; ¢) a genotipagem dos polimorfismos na
populacdo; d) a geragdo da planilha de dados; e) a constru¢do de um mapa de

ligacdo.
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Outra utilizagdo relevante dos dados GBS ¢ a utilizacdo em estudo de
associacdo de Genoma Amplo (Genome-Wide Association Studies - GWAS) e
Desequilibrio de Liga¢do (DL). Como exemplo, uma colecao de cultivares de
melancias representativa da diversidade genética da espécie, foi caracterizada por
GBS ¢ o grande ntimero de SNPs detectados ap6s mapeamento a um genoma de
referéncia, criou uma oportunidade para realizar GWAS (NIMMAKAYALA et
al., 2014). Os principais passos envolvidos na analise de estudos de GWAS estio
representados na Figura 5B.

Embora GBS tenha se tornado um método popular de genotipagem de SNPs
capaz de gerar até um milhdo de SNPs por amostra, esta tecnologia tem algumas
limitagdes, incluindo uma proporcao relativamente grande de dados perdidos e
altas taxas de erro na chamada do alelo, que ocorre devido a baixa cobertura
do sequenciamento e também na genotipagem de germoplasma heterogéneo e
altamente heterozigdtico. Algumas dessas desvantagens foram contornadas através
de uma intensa corre¢do pds obtencao dos dados, incluindo a implementacao de
métodos confidveis de imputacdo, reanalise de dados antigos usando ferramentas
computacionais aprimoradas e aumentando a cobertura proporcionada pelo
sequenciamento. A técnica DArTseq, discutida em seguida, ¢ utilizada como uma
alternativa ao GBS; enquanto gera menos informagdes de SNP (variando de alguns
milhares a 350.000 SNPs dependendo da espécie), tem cobertura relativamente
melhor e niveis mais baixos de dados perdidos (CHEN et al., 2016).
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Figura 5. A) Diagrama esquematico de obtencao de um mapa de ligagao. Os parentais
(AA e BB) utilizados para criar a populacdo de mapeamento sdo sequenciados via
NGS e os SNPs entre eles identificados. As RILs sdo submetidas a mesma estratégia
de construcdo de biblioteca que os parentais e sequenciadas em menor cobertura. A
diversidade alélica por locus da populagao ¢ determinada. Os haplotipos e os mapas de
recombinacdo sao criados. Blocos de haploétipos podem ser usados como marcadores
para o mapeamento (Fonte: Adaptado de Deschamps, Laca & May (2012). B) Estudos
de GWAS sdo baseados: na obten¢do de um catdlogo de SNPs de alta densidade
derivado da cole¢do de germoplasma; no conhecimento da estrutura populacional e
espectro de frequéncias alélicas (matriz Q); e, nos dados fenotipicos de individuo da
populacdo. Os resultados podem ser exibidos como graficos de Manhattan mostrando
os valores p do genoma amplo de associagdes de caracteristicas do SNP, sendo possivel
a identificacao de genes. Fonte: Adaptado de Agostino & Tripodi (2017)
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Tabela 1. Aplicacdes da metodologia GBS em diferentes estudos com diferentes

espécies vegetais.

Espécie Estudo Descricio Plataforma/ Referéncia
Sequéncias obtidas
Alfalfa Mapa de Populagdo F, de 384 Illumina 2000. Lietal., 2014
(Medicago  ligagdo progénies. 22.956 SNPs
sativa L.) polimoérficos nos
genitores.
Algodao Deteccao, Populagdes RILs, Genome Analyzer Islam et al.,
(Gossypium Validacdo e selecionados ao 2000 (Illumina, 2015combined
hirsutum Aplicagdo de acaso, e 11 genitores Inc, San Diego, with a narrow
L) SNPs enviados para D2B, CA). 4.441 e genetic base of
LLC (Ames, IA) 1.176 bons SNPs the cultivated
e IGD (Cornell de D2B e IGD, wvarieties, has
University, Ithaca, respectivamente. hindered the
NY), respectivamente, identification
para preparagdo da of polymorphic
biblioteca distintas e genetic
analises. markers and
their use in
improving this
important crop.
Genotyping-
by-sequencing
(GBS
Cereja doce Mapa de 675 mudas com um Illumina Guajardo et al.,
(Prunus ligagdo ano de idade. Primeiro  HiSeq2000. 2015
avium L.) genética mapa de ligagdo de alta 11.854 SNPs apos
saturado densidade de cereja. filtragem, 8.476

SNPs informativos.
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Tabela 1. Aplicagdes da metodologia GBS em diferentes estudos com diferentes

espécies vegetais (Continuagao).

Espécie

Estudo

Descri¢ao

Plataforma/
Sequéncias obtidas

Referéncia

Género
Amaranthus

Filogenia e
evolugdo do
tamanho do
genoma

O GBS permitiu
uma alta resolucdo
taxondémica para
analise filogenética
de 35 espécies do
género Amaranthus.
Para comparar o uso
de GBS com e sem
uma sequéncia de
referéncia, foram
utilizados diferentes
métodos e sequéncias
de referéncia para a

amostragem de SNPs.

Illumina HiSeq
2500. O numero de
leituras alinhadas
diferiu entre as
Beta
vulgaris apresentou
23.128 SNPs ¢ A.
hypochondriacus
264.176 SNPs.

referéncias:

Stetter &
Schmid, 2017

Género
Coffea

Filogenia

Africa ou a Asia
indicados como a area
de origem ancestral
mais provavel.

Illumina HiSeq
2000 (Illumina
Inc., San Diego,
CA). Apos filtragem
28.800 SNPs.

Hamon et al.,
2017

Género
Lens

Filogenia, e
caracterizagio

83 amostras originarias
de
diversas e variedades

60 variedades

locais.

Illumina Hiseq
2500. 266.356
SNPs. Depois de
filtrar 5.389 SNPs.

Wong et al.,
2015
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Tabela 1. Aplicagdes da metodologia GBS em diferentes estudos com diferentes

espécies vegetais (Continuagao).

Espécie

Estudo

Descri¢ao

Plataforma/
Sequéncias obtidas

Referéncia

Grosselha-
preta (Ribes
nigrum)

Mapa de
ligacdo
genética
saturado

200
partir da progénie

amostras a

F,. Duas estratégias
de
foram

bioinformatica
empregadas
para a deteccdo de
SNPs.
método: mapear as

Primeiro

sequéncias de tags
GBS em um conjunto
de transcriptomas de
referéncia e o segundo
era usar o pipeline
UNEAK do conjunto
TASSEL de software.

Illumina GA 1I
and/or HiSeq2000.
Primeira estratégia:
1.572; Segunda:
18.450 SNPs.

Russell et al.,
2013

Mandioca
(M.
esculenta)

Mapa de alta
resolucao

1045
representando 917

genotipos,

acessos coletados de
campos de fazendeiros
e uma biblioteca de 64
clones genotipados em
duplicata.

[llumina
HiSeq2000. 6.756
SNPs usados no
mapeamento.

Rabbi et al.,
2014

Melancia
(Citrullus
lanatus)

GWAS

183 acessos de C.
lanatus var. lanatus
representando
melancia doce de uma
ampla area geografica
do mundo.

Illumina HiSeq
2500. 11.485 SNPs
foram filtrados a
partir de 23.693
SNPs genotipados

Nimmakayala
etal., 2014

Mostarda
amarela
(Sinapis
alba L.)

Analise de
diversidade

genética

24 acessos de mostarda
(quatro
10

crioulas, originadas

cultivares,
variedades

de diferentes paises,
e 10
consanguineas).

linhagens

Roche 454 GS FLX.
828 SNPs obtidos
apos filtragem

Fu, Cheng &
Peterson, 2014
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3. DIVERSITY ARRAY TECHNOLOGY (DARTSEQ)

O método DATT foi inicialmente desenvolvido na Australia por Andrzej
Kilian com o intuito de suprir limitagdes de outras metodologias destinadas ao
estudo de marcadores moleculares, sendo em 2001 incorporado & empresa de
mesmo nome da técnica - Diversity Arrays Technology Pty. Ltd. (JACCOUND
et al., 2001). Esta metodologia pode ser aplicada para avaliar diversos tipos de
variabilidade presente no DNA. Para se ter uma ideia de sua eficiéncia, destaca-
se a capacidade de genotipagem simultanea de centenas a milhares de SNPs,
insergdes e delegdes (indels) presente no genoma.

A metodologia ¢ baseada na redugdo da complexidade genomica das
amostras por meio do uso de enzimas de restricdo. A técnica, foi inicialmente
desenvolvida para detectar polimorfismos via hibridiza¢do de sondas (DArT).
No entanto, a partir de 2009, a empresa DArT P/L em Canberra na Australia

(www.diversityarrays.com), deu inicio a novas pesquisas visando otimizar e

adaptar a metodologia para ser utilizada em plataforma NGS, que passou a ser
chamada de DArTseq. A incorporagdo da plataforma de sequenciamento aumentou
substancialmente o nlimero de fragmentos genomicos analisados (1-2 ordens de
grandeza) e, consequentemente, o nimero de marcadores obtidos, criando assim
uma tecnologia com melhor custo beneficio comparado ao método DArT inicial.

Assim como DATT, DArTseq utiliza a etapa de redug¢@o da complexidade do
genoma, sendo este principio utilizado por muitos outros métodos na avaliagdo
da complexidade do genoma. Entretanto, DArTseq tem como vantagem a selego
inteligente da fracdo do genoma a ser estudado, fracdo esta que correspondendo
predominantemente a genes ativos. Estes s3o obtidos através da utilizacdo de uma
combinacdo de enzimas de restri¢cdo que selecionam regides de baixo numero de
copias (mais informativas para a descoberta e genotipagem de marcadores) da
fragdo repetitiva do genoma.

Assim, podemos dizer que a metodologia DArTseq ¢ um sistema robusto
de alto rendimento. Como vantagens, podemos destacar: custo relativamente
baixo, elevada reprodutibilidade e acuracia, capacidade de fornecer informagdes
de todo o genoma e flexibilidade na utilizagdo. Consequentemente, possui

diversas aplicagdes, que incluem caracterizagdo de germoplasma, mapeamento

160


http://www.diversityarrays.com/Andrzej-Kilian
http://www.diversityarrays.com/Andrzej-Kilian
www.diversityarrays.com

PPGGM

genético e marcacdo de genes, selecdo assistida por marcadores moleculares e
rastreamento de alteragdes de metilacdo do genoma. Além disso, por ndo depender
do conhecimento prévio de sequéncia, € de especial interesse para espécies que ndo
possuem dados moleculares ou quando os recursos sdo limitados.

Como mencionado anteriormente, a analise de DArTseq, para um novo
organismo ou aplicacdo, comeca com a otimizagdo do método de redugdo
da complexidade do genoma, sendo esta uma etapa laboriosa. O processo de
otimizacgdo, geralmente, seleciona um método mais apropriado a uma determinada
cultura, mas em muitos casos foram identificados varios métodos que oferecem
vantagens especificas da aplicagao.

A diferencga entre os métodos de redugdo da complexidade do genoma pode
ser tanto quantitativa (nimero diferente de fragmentos Unicos na representacao)
quanto composicional (diferentes conjuntos de fragmentos capturados nas
representagdes). Essas diferencas no tamanho e composicdo das representagdes
se traduzem em eficiéncias na detec¢do de marcadores e na qualidade dos mesmos
(taxa de chamadas e reprodutibilidade), podendo ser otimizadas em diferentes
aplicagdes.

De acordo com Sansaloni et al. (2010), as etapas seguidas para a construgdo

da biblioteca gendmica na metodologia DArTseq sdo:

1) Digestdo do DNA com enzimas de restricdo visando a redugdo da
complexidade genomica. Para isto, os DNAs sdo tratados com enzimas especificas
que podem ser de corte raro ou frequente. O conjunto de fragmentos resultante
desta etapa ¢ chamado de representacdo do genoma. De acordo com os objetivos
da pesquisa e a disponibilidade de recursos, esta etapa pode ser efetuada com
diferentes abordagens. Apos a digestdo, adaptadores com sequéncias equivalentes
apenas aos sitios das enzimas de corte raro sao ligados aos fragmentos de restri¢ao
gerados, de forma que somente sdo amplificados os fragmentos com extremidades
raro/raro.

2) Ligag¢do dos adaptadores: apds a digestdo, as amostras de DNA sdo
individualmente etiquetadas por meio da ligagdo a adaptadores barcodes e comuns.
Os barcodes sao especificamente desenvolvidos para cada uma das amostras e

possui uma extremidade 3’ que € complementar a extremidade gerada pelo corte da
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enzima de restri¢ao. Estas sequéncias indexadoras permitem rastrear os fragmentos
gerados para cada amostra. Os adaptadores comuns, possuem uma extremidade
livre para ligacdo com a extremidade gerada pelo corte coesivo da enzima. Os
adaptadores s30 os mesmos para todas as amostras.

3) Amplifica¢do dos fragmentos digeridos: os produtos resultantes foram
amplificados através de PCR utilizando dois iniciadores com sequéncias
complementares aos adaptadores ligados. O primeiro iniciador reconhece o
adaptador barcode e o segundo iniciador reconhece o adaptador comum.

4) Agrupamento, purificacdo e quantificacdo das amplificagdes: todas as
amplificacdes que tiverem sucesso devem ser agrupadas em um tubo de 1,5ml.
Em seguida, esse conjunto deve ser purificado e quantificados com o objetivo de
mais uma vez confirmar a auséncia de dimero de adaptadores e calcular o volume
necessario para a corrida de sequenciamento.

5) Geragdo de clusters e sequenciamento: as amostras sdo colocadas em
uma flowcell e realiza-se amplificacdo para criar simultaneamente centenas de
milhdes de moldes de moléculas de DNA individuais. Posteriormente os clusters

sdo sequenciadas em plataforma NGS.

3.1. Variacgoes da DArTseq

De acordo com as informacdes disponibilizadas pela empresa Diversity

Arrays Technology Pty. Ltd. (www.diversityarrays.com), a metodologia DArT-seq

pode ser aperfeicoada visando obter uma densidade diferenciada de marcadores,
conforme pode ser visto em seguida.

DArTseq - Analise de Metilagdo - Enquanto o DArTseq “regular” é capaz
de detectar a variagdo de metilacdo entre os marcadores SilicoDArT, também foi
desenvolvido uma analise de metilagdo dedicada usando a plataforma DArTseq.
Neste caso, foi criado dois métodos de reducdo de complexidade para cada amostra.
Ambos os métodos usam a mesma enzima de restricdo “corte raro”, enquanto
duas enzimas de restricdo isosquisdmero, diferindo na sensibilidade a metilagao
da citosina, sdo usadas como enzimas de “corte frequente”. A comparagdo da
composicao da sequéncia das duas representacdes resultantes (bibliotecas) revela

claramente diferengas no padrao de metilagdo através do genoma.
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Tecnologias de menor densidade

DArTseqLD - Embora a maioria das aplicacdes do DArTseq seja direcionada
para a analise do “genoma completo” e altas densidades de marcadores, ha uma
demanda crescente por ensaios de menor densidade e menor custo. O DArTseqLLD
¢ uma das solucdes para essas necessidades. Ao selecionar aleatoriamente um
subconjunto de fragmentos de um DArTseq “normal”, o método geralmente produz
uma representa¢ao de ordem de grandeza menor e um nimero correspondentemente
menor de marcadores. Na maioria dos organismos, este ensaio de baixa densidade
(LD) esta representando milhares de marcadores, sendo altamente apropriado para
aplicagdes como Selecdo Gendmica, quando materiais com alto desequilibrio de
ligacdo sdo analisados.

DArTcap - DArTcap ¢ usado em aplicagdes similares como DArTseqLD,
mas aplica uma etapa seletiva apds a redugdo de complexidade para genotipar
marcadores especificos das representacdes DArTseq, pela utilizacdo de “sondas de
captura” de cido nucléico que se ligam a fragmentos de restri¢do nas representagdes
contendo os marcadores DArTseq especificos. Os fragmentos de restrigdo sido
altamente enriquecidos nesta etapa de captura e a maioria das sequéncias obtidas
a partir do sequenciamento dos fragmentos capturados representam os marcadores
almejados. O DArTcap ¢ flexivel em termos do nlimero de marcadores que podem
ser selecionados, mas na maioria dos casos, foi atingido de algumas centenas a
alguns milhares de marcadores. DArTcap ¢ particularmente util em poliploides,
uma vez que a etapa inicial de redugdo da complexidade (constru¢ao da biblioteca
DArTseq) antes da etapa de captura selecionaria apenas uma das sequéncias
homologas na maioria dos loci. Esta caracteristica permite uma genotipagem
especifica do sub genoma altamente eficaz e a obtencdo de SNPs co-dominantes,
mesmo em espécies poliploides, com pouca ou nenhuma informagdo sobre a
sequéncia do genoma.

DArTag - O método DArTag tem como alvo um niimero semelhante de
marcadores como DArTcap (muitas centenas a milhares), mas ndo esta restrito a
marcadores identificados pela plataforma DArTseq. Qualquer SNP (ou um pequeno
indel) pode ser direcionado usando DArTag se houver alguma sequéncia genomica
disponivel em torno da variante base/indel. Na primeira etapa do DArTag, sondas

moleculares especiais selecionam as pequenas regides-alvo contendo variantes de
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sequéncias. Na segunda etapa, as regides-alvo sdo amplificadas e, em paralelo, o
barcode especifico da amostra é anexado. As bibliotecas geradas dessa maneira
s80 sequenciadas e posteriormente sdo processadas usando o pipeline apropriado.

DArTmp - O DArTmp ¢ usado em aplicagdes que exigem um numero
relativamente pequeno de marcadores, mas pode efetivamente processar algumas
centenas de SNPs em um tnico ensaio. Nao hd um nimero minimo de marcadores
necessarios para o ensaio. A vantagem deste método em comparagdo com qualquer
plataforma de ensaio de marcador unico estd aumentando rapidamente com o
aumento dos loci alvos. O ensaio DArTMP ¢ muito semelhante em termos de
requisitos e do processo ao ensaio DArTag, uma vez que também visa um pequeno
trecho de sequéncia em torno da variante de sequéncia de interesse. A principal
diferenca é o modo como a sele¢do da sequéncia alvo acontece no primeiro passo
do ensaio. Em DArTMP, utiliza-se um par de iniciadores oligonucleoticos em vez
de uma sonda tinica aplicada em DArTag. As etapas consecutivas no laboratdrio e
na parte de analise sdo as mesmas para DArTMP e s desenvolvimento de testes e na
sintese de oligo € pequeno, permitindo a rapida adog@o desse método em diversas
aplicagdes que requerem apenas um nimero modesto de marcadores.

Diferentes estudos relacionadas ao uso da metodologia DArTseq estdo
apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. Aplicagdo da metodologia DArTseq em diferentes estudos com diferentes

internacionais. DArTseq
um grande
conjunto de SNPs,
com ampla cobertura
gendmica.

gerou

foram obtidos de
181 acessos

espécies.
Espécie Estudo Descrigao Plataforma / Referéncia
Sequéncias
obtidas
Alho Diversidade 417 acessos de alho Illumina (San Egea et al.,
(Allium genética e coletadas na Espanha; Diego, CA, 2017
sativum) estrutura do Resultados obtidos United States)
Banco de consistentes com a 14.392 SNPs
Germoplasma variedade e origem - usados nas
geografica; Analises analises.
de genotipagem ¢
diversidade genética de
espécies com genoma
complexo e sem
referéncia.
Arroz Diversidade 2.223 acessos cultivados Illumina Hiseq Ndjiondjop et
africano genética e de O. glaberrima de 23 2500. De al,2017
(Oryza estrutura paises; variagdo genética 27.560 SNPs
glaberrima) populacional ~ baixa, com estrutura polimdrficos em
populacional clara, pelos cinco espécies
paises de origem. de Oryza, 16.532
SNPs foram
polimérficos.
Café Identificacdo Cole¢aode 105individuos Illumina HiSeq Garavito et
(Coffea e origem de 87 acessos de C. 2000. 10.806 al., 2016
canephora)  genética canephora. Contribuiu SNPs, apoés
para a compreensdo do filtragem dos
background genético de marcadores com
variedades de produtores mais de 10% de
de café. dados perdidos e
MAF abaixo de
1%, 4.021 SNPs.
Feijao Caracterizacdo 188 acessos de feijoeiro Illumina Valdisser et
(Phaseolus  gendmica (91 variedades locais e HiSeq2000. al., 2017
vulgaris) 97 cultivares brasileirase 6.286  SNPs
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Tabela 2. Aplicagdo da metodologia DArTseq em diferentes estudos com diferentes

espécies (Continuacao).

Espécie Estudo Descri¢ao Plataforma / Referéncia
Sequéncias
obtidas
Género Filogenia Acessos de 16 unidades Illumina Hiseq Al-
Secale taxondmicas do género 2000. 13.842 Beyroutiova et
Secale. Fornecimento de marcadores al., 2016
nova visdo da taxonomia polimorficos
do género, relativamente DArTseqTM
jovem, sugerindo que obtidos na forma
diferentes espécies e¢ de matriz de
subespécies surgiram dados binarios
de diferentes acessos de (presenga (1) /
Secale sp. auséncia (0)).
Melancia ~ Mapa Populagdo F2 de 144 Illumina Ren et al.,
(Citrullus  genético plantas derivadas do Hiseq2500; 2015
lanatus) saturado e cruzamento entre a 4.808 SNPs
identificagdo cultivar K3 X P1189225. identificados
de regides Desenvolvimento de a partir da
gendmicas mapa de ligac@o de alta genotipagem.
densidade.
Melao GWAS e 120 acessos de Illumina HiSeq Nimmakayala
(Cucumis  construgdo grupos horticolas com 2500; Total etal,2016
melo L.) de  Mapa distribuigdo mundial. de 13.756
Genético Painel GWAS com a SNPs foram
de Alta melhorrepresentacdo da genotipados.
Resolugdo diversidade. Associagdo
para firmeza dos frutos.
Milho (Zea Selegao 447 linhagens de milho; Illumina, dos Santos et
mays) gendmica selecdo genomica HiSeq 2000 al,2016
para para a resisténcia a (USA); 23.154
resisténcia Stenocarpella maydis. marcadores

Identificou-se grupos
resistentes a S. maydis

em acessos tropicais.

Dart-seq foram
obtidos.
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Tabela 2. Aplicagdo da metodologia DArTseq em diferentes estudos com diferentes

espécies (Continuacao).

Espécie Estudo Descri¢ao Plataforma / Referéncia
Sequéncias
obtidas

Trigo GWAS ¢ 208 linhas subconjunto Illumina HiSeq Sukumaran et

(Triticum — jdentificacio dos 15.000 acessos 2500; 53.911 al,2018
L)

dos pontos do banco de marcadores;
criticos de genes CIMMYT 6.211
QTL caracterizados quanto SNPs, apos

a tolerancia ao calor ¢ remocao dos
a seca; monomorficos
e verificagdo da
MAF.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Avangos recentes nas técnicas de NGS resultaram numa redugao drastica do
custo do sequenciamento. Consequentemente surgiram abordagens para detecgdo
de marcadores moleculares baseando-se no sequenciamento de nova geragao, que
tem como vantagem, além do custo, a quantidade de dados obtidos. O sucesso
de tais abordagens pode ser comprovado pela enorme quantidade de trabalhos
mundialmente publicados para diversas espécies. A possibilidade de trabalhar com
espécies sem informacgdes prévias sobre o genoma ajuda a justificar sua ampla
utilizagdo.

A base deste sucesso ¢ a reducdo da complexidade do genoma. Assim,
espécies com genomas grandes e complexos podem ser analisados de maneira
confidvel; utilizando apenas uma fracdo deste genoma como ponto de partida.
Neste sentido, a obtengao da biblioteca GBS pode resultar de diferentes estratégias
a ser definida de acordo com a hipdtese cientifica e disponibilidade de recursos;

tornando esta técnica altamente flexivel.
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Capitulo 08

MECANISMOS DE ACAO DE AGROQUIMICOS
NO CICLO CELULAR

Thammyres de Assis Alves
Carlos Eduardo de Oliveira Roberto
Micheli Sossai Spadeto

Milene Miranda Praga-Fontes
1. INTRODUCAO

A agricultura ¢ um dos pilares da economia brasileira e existe uma grande
perspectiva de crescimento agricola para os préximos anos, entre os principais
fatores associados a essa expansdo estd o uso de fertilizantes e de agroquimicos
sintéticos. Esses produtos sdo utilizados para alcancar boa produtividade, sendo
aplicados no campo objetivando o controle de plantas competidoras com as
culturas de interesse econdmico, além da facilidade no controle de invasoras nas
lavouras (YANG & ZHU, 2013). A utilizacao de tais produtos ¢ difundida no pais,
sendo os herbicidas um dos agrotoxicos mais empregados no consumo interno,
colocando o Brasil no ano de 2009 como o maior consumidor de agroquimicos no
mundo (INCA, 2015).

Os componentes ativos mais utilizados na classe dos herbicidas no Brasil
sdo o glifosato, o 2,4-D e a atrazina, que em conjunto totalizam 84% do uso
nacional de herbicidas (OLIVEIRA, FAVARETO & ANTUNES, 2013). O uso
desses compostos ¢ restrito devido a falta de seletividade em algumas culturas.
Em bactérias encontradas no solo foram descobertos genes que estdo relacionados
a tolerancia ao 2,4-D e ao glifosato e constatada que a transferéncia desses genes
para certas culturas desencadeou o desenvolvimento de variedades tolerantes a
tais produtos (QUEIROZ & VIDAL, 2014). Dessa forma, existe uma necessidade
crescente de desenvolvimento de herbicidas que apresentem novos mecanismos
de agdo.

O uso inadequado e indiscriminado dessas substancias tem provocado uma
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grande pressao de selecdo sobre plantas invasoras e problemas com a resisténcia
dessas plantas, aos produtos convencionais, além de problemas relacionados
a contaminacdo de aguas, solos, acarretando problemas com a flora e a fauna,
diminuindo assim a biodiversidade do local e aumentando a instabilidade de
ecossistemas (SILVA et al., 2012). Ainda acarreta a contaminacao de alimentos,
levando a intoxicacdes e problemas de saude nos consumidores finais, devida sua
alta toxidade (INCA, 2015).

Uma das alternativas para diminuir o uso de agrotoxicos esta na busca de
produtos naturais que possam vir a substituir ou minimizar as doses de produtos
de alta periculosidade nas lavouras. Nesse contexto, metabdlitos secundarios
podem ser usados diretamente ou indiretamente como modelos na obtencdo de
novos herbicidas, sendo os compostos alelopaticos (aleloquimicos) os que mais
se destacam (WEIR, PARK & VIVANCO, 2004). Existem compostos fendlicos
naturais, como o timol, carvacrol, guaiacol, e o eugenol que apresentam potencial
atividade herbicida e sdo utilizados como substancias testes, com resultados
superiores aos compostos convencionais. O timol e o carvacrol sdo compostos
que apresentam atividade antibacteriana, antifingica, antioxidante e fitotoxica. O
guaiacol apresenta atividade antisséptica e o eugenol exerce atividades alelopaticas,
que se caracterizam pela inibi¢do da germinagdo de sementes em varias plantas, ou
diminuic¢ao do crescimento de outras (MIRANDA et al., 2015).

Os estudos iniciais de toxicologia focavam principalmente nos efeitos
desses residuos em animais. Entretanto, os vegetais t€m se mostrado sensiveis a
agentes toxicos presentes no ambiente, sendo um importante grupo de organismos
utilizados como organismos teste para avaliacdo de riscos toxicologicos. Além
disso, vegetais sdo organismos receptores bioldgicos diretos de agroquimicos
utilizados no campo e diferentes culturas, favorecendo seu uso em bioensaios,
pois permite andlise simultanea de diferentes mecanismos de acdo do agente
mutagénico, sendo excelentes indicadoras da genotoxicidade e mutagenicidade
de compostos (GRANT, 1994; FERNANDES et al., 2009).

No teste de fitotoxicidade a variavel analisada ¢ o crescimento radicular,
pois a reducdo desse pardmetro pode resultar de varios mecanismos isolados ou
em conjunto, como inibi¢do da absor¢do de nutrientes, inibigdo do alongamento

celular, morte celular e inibig¢@o da divisdo celular (FREITAS et al., 2016). Varias
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pesquisas que comparam espécies vegetais, dentre elas a L. sativa, em teste de
toxidade, incluindo citotoxicidade, fitoxicidade e genotoxicidade concluiram que
esta espécie, eudicotiledonea, ¢ um modelo muito sensivel, tornando-a eficaz para
tais experimentos (PINHEIRO et al., 2015; SILVEIRA et al., 2017).

Nos testes de citotoxicidade ¢ possivel uma ampla exploragdo e elucidacao
dos resultados a serem obtidos, além da determinacdo do modo de acdo da
substancia (ANDRADE et al., 2010; YOUNG et al., 2012; ARAGAO et al.,
2015). Permitem identificar as alteragdes no ciclo celular, a partir da observagao
de anormalidades nas fases de divisdo celular, nos cromossomos ou no ntcleo das
células (ANDRADE et al., 2010; KLACKNICK, 2011; KUMARI et al., 2011).
Ja o potencial genotoxico pode ser estimado a partir da andlise de genotoxicidade
das substancias, que ¢ baseada em Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
analisando os fragmentos de DNA amplificados, por meio de altera¢des no padro
de eletroforese, verificando se afetam ou ndo a ligacdo do primer ao DNA.

O mecanismo de ag@o destes compostos envolve ainda a plasticidade da
parede celular,0 metabolismo de acidos nucléicos e alteragdes no ciclo celular
das plantas. Os processos provocados pelos agroquimicos modificam a sintese
de auxinas e giberilinas, promovendo divisdo e alongamento celular acelerado e
desordenado no desenvolvimento do individuo, podendo inibir a divisdo celular
assim como seu crescimento (SENSEMAN, 2007). Dessa forma, por meio da
avaliacdo da toxicidade € possivel exibir o potencial que um composto apresenta
em promover danos ao desenvolvimento de um organismo, tornando-se necessarios
estudos que possibilitem um monitoramento dos mecanismos de agdo desses
agroquimicos (SILVA et al., 2012).

Os parametros avaliados para determinar o mecanismo de acdo dos
agroquimicos com relagdo as alteragdes no ciclo celular apresentam resposta
associativa entre si, sendo assim ¢ importante fazer uma analise prospectiva
integrada dos testes toxicoldgicos, mutagénicos e genotoxicos. Da mesma
maneira, os testes de citotoxicidade quando realizados conjuntamente aos testes
de fitotoxicidade, possibilitam ampla exploragdao e elucidagdo dos resultados
observados na interagdo do material genético dos organismos vegetais com
esses agroquimicos, além da determinacdo do modo de acdo de tais substancias
(ANDRADE et al., 2010; YOUNG et al., 2012; ARAGAO et al., 2015).
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2. TESTES MUTAGENICOS
2.1. Fitotoxicidade

Os efeitos provocados por substancias toxicas podem ser avaliados em
testes de fitotoxicidade, que estdo relacionados a germinacdo e ao crescimento
radicular e aéreo de sementes/plantulas de espécies modelo cultivadas em contato
com agentes toxicos (Figura 1). A varidvel mais integrativa analisada nesse teste
¢ o crescimento radicular, pois a redug@o desse parametro pode resultar de varios
mecanismos isolados ou em conjunto, como inibi¢do da absor¢ao de nutrientes,
inibi¢do do alongamento celular, inibi¢ao da divisao celular e por fim morte celular.
Esse fato ¢ devido as raizes sofrerem o primeiro contato com poluentes ambientais
presentes no solo, elas sdo as primeiras a demonstrarem os efeitos da substancia
teste (FREITAS et al., 2016).

Os ensaios de fitotoxicidade permitem avaliar também a porcentagem
de germinagdo, o indice de velocidade de germinagdo, ¢ o crescimento aéreo.
Esses testes sdo simples, confiaveis, rapidos e baratos, além de serem efetivos na
averiguacdo de toxicidade de substancias inorganicas e organicas (VALERIO et
al., 2007).

Figura 1. Sementes de L. sativa, planta modelo, apos 48h de exposi¢do ao
herbicida comercial Boral.
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2.2. Genotoxicidade

Para avaliar os danos no DNA do organismo modelo, provocados
pelas substancias testes, podem ser realizadas analises moleculares com o
desenvolvimento de marcadores ISSR e SSR que elucidam a genotoxicidade
dessas substancias. Esse estudo se baseia na PCR para avaliacao dos fragmentos
de DNA amplificados, por meio de altera¢des no padrdo de eletroforese, ja que
mudancgas no DNA afetam a ligacao do primer ao DNA. Desta forma,a capacidade
do componente teste em causar mutagdes, danos e distor¢des na estrutura do
DNA pode ser detectada, apresentando-se como uma metodologia eficiente para
avaliacdo de agentes genotoxico (BERNARDES et al., 2015; ALVES et al.,
2018). A partir das analises dos géis € possivel avaliar a estabilidade genomica,
calculando a porcentagem de polimorfismo e os valores da Genomic Template
Stability (GTS), que referem a estabilidade do genoma a partir do ganho e perda
de bandas. Segundo Cenkci et al. (2010), o valor de GTS sofre redugdo sempre
que o nivel de toxicidade da molécula teste aumenta. Na tabela 1 tem-se um
exemplo da agdo de moléculas de carvacrol, acido carvacrol e o 2,4-D no DNA.
As duas primeiras substancias (carvacrol e acido carvacrol) foram avaliadas a fim
de verificar seu potencial herbicida (ALVES, 2017).

Outra analise realizada para identificar a genotoxicidade é o Teste de
Cometa, uma técnica rapida, simples e sensivel que analisa as lesdes, monitora
o dano e detecta efeitos de reparo no DNA em células individuais expostas a
agentes genotoxicos. Os danos mais facilmente detectados no DNA sdo quebras
(simples ou duplas). Apresenta algumas vantagens sobre os testes bioquimicos e
citogenéticos, uma vez que pode ser utilizado para qualquer tipo de célula (qualquer
tecido em que se possa extrair células nucleadas), sendo necessario apenas um
pequeno nuimero delas e por ndo necessitar de células em divisaio (HARTMANN
et al., 2003). Apds a eletroforese, as células que apresentam um nucleo redondo
sdo identificadas como normais, sem dano detectavel no DNA. Por outro lado, as
células lesadas sdo identificadas visualmente por uma espécie de cauda, similar a
um cometa, formada pelos fragmentos de DNA. Para alguns autores, o tamanho
da cauda ¢é proporcional a dimensao do dano que foi causado, mas é de consenso

que a simples visualizag¢do do “cometa” ja significa que danos estdo presentes no
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DNA, podendo ser quebras de fita simples, duplas, crosslinks, sitios de reparo por
excisdo e/ou lesdes alcali-labeis (HARTMANN et al., 2003; PAVAO et al., 2007).

Tabela 1. Numero de bandas que apareceram (+) e desapareceram (-) comparadas
com o controle (solvente), baseadas em 7 primers utilizados para as raizes de
alface tratadas com carvacrol 3mmol L', 4cido carvacrol 3mmol L', 2,4-D e as
respectivas percentagens de GTS. Fonte: ALVES, 2017.

Solvente 2.4D Acido Carvacrol Carvacrol
Primers

N GTS + - a GTS + - a GTS + - a GTS
UBC807 30 100 7 0 14 9533 7 1.8 94 6 1 1.4 9533
UBC808 34 100 5 0 1 97.05 4 14 9588 3 2 1 97.05
UBC809 32 100 10 1 22 9312 9 24 925 1 1 04 9875

UBCS810 35 100 8 1 1.8 9485 1
UBC814 30 100 2 0 04 98.66 3

UBC834 23 100 13 8 42 8173 17 4 82.60 13 11 4.8 79.13
UBC836 29 100 5 0 1 96.55 6 1 1.4 9517 8 I 1.8 9379
Total 213 100 50 10 12 9436 47 17 128 9399 34 21 11 9483

1.2 9657 1 1 04 9885
0.6 98 2 4 12 9%

W O W W W N

*Onde: n =numero de bandas observadas nas amostras do grupo controle; a=média do niimero
de bandas que apareceram ou desapareceram nas amostras expostas & mesma concentragao.

2.3. Citotoxicidade

A citotoxicidade ¢ utilizada para avaliar danos provocados por agentes
toxicos, em diferentes concentragdes ¢ tempo de exposi¢do, permitindo a
avaliagdo dos cromossomos, quanto aos seus tamanhos, formas, nimeros, além
do comportamento, durante o ciclo mitdtico e/ou meidtico por meio de analises
microscopicas (FERNANDES et al., 2007). Nesse tipo de estudo ¢é possivel avaliar
as alteracdes no ciclo celular, a partir da observacdo de anormalidades nas fases
de divisdo celular, nos cromossomos ou no nucleo das células (ANDRADE et
al., 2010; KLACKNICK et al., 2011). Dessa maneira, os testes de citotoxicidade
quando realizados conjuntamente aos testes de fitotoxicidade, possibilitam ampla
exploragdo e elucidagdo dos resultados observados, além da determinag¢ao do modo
de acdo da substancia (ANDRADE et al., 2010; YOUNG et al., 2012; ARAGAO
et al., 2015).
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3. FORMAS DE DETECTAR A CITOTOXICIDADE

Os agentes toxicos podem causar diferentes tipos de alteracdes nas células e
podem ser avaliadas por meio das alteragdes nucleares, alteragdes cromossdmicas

e indice mitotico.

3.1. Alteragoes Nucleares

O nucleo ¢ envolvido por uma dupla membrana chamada envoltorio
nuclear e contém uma grande quantidade de poros circulares, sendo a estrutura
mais proeminente dentro das células eucaridticas. Esta organela desempenha
duas importantes fungdes: (1) controla as atividades que ocorrem na célula,
determinando quais moléculas por ela serdo produzidas e quando devem ser
produzidas; (2) armazena o DNA, passando para as células-filhas no processo de
divisdo celular (MELCER & GRUENBAUM, 2006).

As alteragdes nucleares sdao mudancas morfoldgicas e bioquimicas que
ocorrem no nucleo celular e podem ser do tipo micronucleo, broto nuclear, célula
binucleada e nucleo condensado, que serdo apresentados a seguir (FERNANDES
et al., 2009; ANDRADE-VIEIRA et al., 2011; ALVES et al., 2018; SANTOS et
al., 2018).

3.1.1. MICRONUCLEO

Micronticleos (MNs) sdo pequenas quantidades de DNA que surgem no
citoplasma quando, durante a mitose, cromossomos inteiros/fragmentados ndo sao
incorporados dentro do nucleo da célula filha, por ndo possuirem um centromero
(SANTOS et al., 2018). Assim, esses fragmentos de DNA que ficam para trds sdo
incorporados dentro de nucleos secundarios, que sdo chamados de microntcleos,
pelo fato de serem muito menores que o nucleo principal da célula, tendo de 1/5 a
1/20 do tamanho do nticleo e normalmente ha um micronucleo por célula (DIETZ
et al., 2000; FERNANDES et al., 2009; SANTOS et al., 2018).

Em virtude do atraso na disposi¢ao dos cromossomos na parte equatorial da

célula ou por problemas associados com centromero e cinetdcoros, encontram-
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se cromossomos inteiros no interior dos micronucleos. Assim, um ou mais
cromossomos sofrem erros de disjun¢do e sdo eliminados do nucleo principal.
Outro fato associado a produgdo de microntcleos ¢ a exclusdo de cromossomos
alterados na telofase (SOUTO et al., 2010). Segundo Souto et al. (2010), ha quatro
critérios que devem ser avaliados para a correta classificacdo e determinagdo da
frequéncia de MNs, sendo estes:

1- O diametro do MN deve ser menor que um tergo do nucleo;

2- O MN nao pode ser refratario;

3- A coloragdo do MN nao pode ser mais escura que a do nticleo;

4- O micronucleo ndo deve tocar o nucleo.

3.1.2. NUCLEO CONDENSADO

No nucleo condensado a cromatina apresenta-se agregada em algumas
regides do ntcleo, mas, a0 mesmo tempo, € perdida em outras; possui um padrao
nuclear estriado, sendo um indicativo de apoptose. A apoptose ¢ uma forma de
morte celular geneticamente programada com a func¢do principal de manter a
homeostase do tecido e para eliminar células com alteracdes no DNA que poderiam
iniciar uma transformacao maligna (SILVA et al., 2017). Esta variavel pode crescer
como resultado do aumento do dano assim como a inibi¢ao da sintese de DNA
(KORDALI et al., 2008). Andrade-Vieira et al. (2011 e 2012) explicam que, em
termos citologicos, a morte celular pode ser caracterizada pela presenca de nticleo

condensado.

3.1.3. BROTO

Os brotos sdo originados por cromossomos atrasados que sao envolvidos
pelo envoltério nuclear antes de serem incorporados aos cromossomos localizados
no polo. Além disso, pode ser uma consequéncia da poliploidizacdo, que ¢
originada da amplificacdo do material genético, que sdo eliminados do nucleo
e ficam ligados ao envoltorio nuclear. Esta alteragdo nuclear ndo constitui uma
anormalidade permanente, pelo fato do envoltérionuclear poder se reconstituir e
englobar o broto (FERNANDES et al., 2009; SILVEIRA et al., 2017).
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3.1.4. CELULA BINUCLEADA

As células binucleadas sdo células com dois nucleos principais, de intensidade
e tamanho semelhantes; usualmente os nicleos apresentam-se muito proximos.
Acredita-se ser originada de falha na citocinese durante o processo de replicagdo
celular que resultam na formacgdo de células poliploides (KANAGARAIJ et al.,
2017).

3.2. Alteragcoes Cromossomicas

Os testes microscopicos possibilitam estudos da estrutura dos cromossomos
e do seu desenvolvimento em diversas fazes da divisdo celular, permitindo
verificar anormalidades na divisdo, ou anormalidades/alteragdes cromossdmicas
(ARAGAO et al., 2015; BERNARDES et al., 2015).

A area que atua nestes testes microscopicos € a citogenética, que possibilita
a analise dos cromossomos, bem como, a visualiza¢do do seu tamanho, formas,
nimero e comportamento durante a meiose e a mitose (ARAGAO et al., 2015;
BERNARDES et al., 2015).

Testes de alteragdes cromossdmicas sao utilizados para estimar o toxico € 0s
mecanismos de acao do agente toxico, o qual pode ser clastogénico e/ou aneugénico.
As alteragdes podem ter como consequéncia a formagao de células poliploides e a
eliminacdo do material genético, resultando em anomalias (BERNARDES et al.,
2015).Substancias clastogénicas induzem quebras no cromossomo, enquanto as
aneugénicas inativam a estrutura celular como o aparato do fuso ou a inativagao
da regido centromérica (SILVEIRA et al. 2017).

3.2.1. ALTERACOES CLASTOGENICAS
As alteracdes clastogénicas (ACs) estdo relacionadas a deformacdes na

cromatina/DNA, gerando assim uma anomalia no cromossomo. As ACs que

caracterizam a clastogenicidade sdo ponte e fragmentagdo cromossomica:
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3.2.1.1 Ponte

A ponte ¢ uma alteragdo clastogénicas que advém da quebra de uma
extremidade do cromossomo. Com a auséncia da regido telomérica perde-se
a estabilidade do cromossomo e este se junta a outro, assim o Cromossomo se
encontra dicéntrico, e durante a segregacao este ¢ puxado, formando uma ponte
entre os polos (SANTOS et al., 2018).

Esta jun¢do ocorre nas cromatides irmas, por meio das extremidades de cada
cromatide, a qual decorre da quebra de seus telomeros, seguidos entdo da fusao
de cada extremidade quebrada, gerando o ciclo conhecido como, quebra-fusdo-
quebra (SILVEIRA et al., 2017).

Os cromossomos aderentes podem determinar a formagao de pontes, uma
vez que esse tipo de cromossomo tende a permanecer unidos, e se forem separados,
causam quebras cromossomicas. Estas pontes podem ser multiplas e persistir até
a telofase (SANTOS et al., 2018).

3.2.1.2 Fragmento

Os fragmentos cromossomicos também chamados por quebra cromossomica
¢ uma alteracdo derivada da interagdo do composto quimico com a cromatina/DNA
(FERNANDES et al., 2009; ARAGAO et al., 2015). Esses fragmentos formados
s80 acéntricos, pois as quebras ocorrem em regides teloméricas podendo conduzir
a formacdo de pontes cromossdmicas, impedindo assim a ligagdo das fibras do
fuso ao cromossomo, durante o ciclo celular, ja que os microtiibulos se ligam
diretamente aos centromeros (FERNANDES et al., 2009; ARAGAO et al., 2015;
SILVEIRA et al., 2017).

3.2.2. ALTERACOES ANEUGENICAS

Os agentes indutores das ACs também podem ser classificados, de acordo
com seu mecanismo de a¢do, como aneugénicos (ALVES et al., 2018). Os agentes
toxicos que apresentam mecanismo de agdo aneugénico promovem alteracdes

caracterizadas por aneuploidias.
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A aneuploidia é compreendida por alteragdes no numero de cromossomos
presentes nas células (TERMINI & VILLA, 2008). Dessa forma, agentes
aneugénicos promovem instabilidade gendmica, dando-lhes a capacidade de induzir
alteragodes celulares, as quais podem ser precursoras de mutagdes (FERNANDES
et al., 2009).

As alteragdes aneugénicas sao decorrentes do mal funcionamento na
maquinaria de formagdo do fuso mitético, podendo ser devido a interrupg¢ao na
polimerizagdo do fuso mitotico durante a metafase, ou na despolimerizagdo dos
microtubulos durante a anafase. Esse mal funcionamento pode propiciar a ligacao
unilateral no fuso dos cromossomos, inviabilizando, desta forma, seu deslocamento
para os polos da célula (FERNANDES et al., 2009).

Assim, agentes aneugénico sdo aqueles que atuam na formacdo do fuso
mitético, de maneira que os cromossomos nao fiquem adequadamente orientados
no plano equatorial da célula durante a metafase ou apresentem falhas em seus
deslocamentos para os polos da célula durante a andfase, gerando por fim,
células filhas com altera¢des no nimero cromossomico (FERNANDES, et al.,
2009; BERNARDES et al., 2015). As ACs que caracterizam tal mecanismo de
acdo sdo: cromossomos perdidos, cromossomos nao orientados, C-metafases,
multipolaridade, cromossomos com atraso e cromossomos aderentes
(FERNANDES et al., 2009; ARAGAO et al., 2017; SILVEIRA et al., 2017;
ALVES et al., 2018; SANTOS et al., 2018).

3.2.2.1 Perdido / Nao orientado

Ambas as alteracdes sdo provenientes domal funcionamento parcial dos
microtubulos. Essas alteragdes sdo formadas por “erros” na polimerizacao das
fibras do fuso mitotico, ou seja, na incorporagao de unidades de tubulina ao
microtibulo, fazendo com que o cromossomo nio seja alinhado durante a divisdo
mitotica (SANTOS et al., 2018).

Quando tal alteragdo faz com que o cromossomo ndo seja alinhado na
placa equatorial da célula durante a metafase, da-se o nome de cromossomo nao
orientado. Quando essa ma incorporagdo de tubulinas promove o nao deslocamento

dos cromossomos na anafase e telofase, da-se o nome de cromossomo perdido
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(Figura 2g) (SILVEIRA et al., 2017; ALVES et al., 2018; SANTOS et al., 2018).

Asalteragdes também podem advir da inibi¢do da fosforilagdo da serina 10 da
histona H3. Essa inibi¢@o inativa as regides pericentroméricas e inibi a sinalizagado
para que as fibras do fuso mitético se fixem corretamente no cromossomo, nao
havendo dessa forma, o alinhamento correto dos cromossomos durante o ciclo
celular (FREITAS et al., 2016).

3.2.2.2 C-Metafase

A c-metafase ¢ originada a partir da inativagdo completa do fuso
mitotico (FERNANDESet al., 2009). Decorre de distarbios na polimerizagao e
despolimerizagdo dos microtubulos. Essa altera¢do na dindmica de funcionamento
do fuso mitdtico, resulta na parada do ciclo celular na fase metafase, a qual se
caracteriza pelo alto nivel de condensacdo cromossdmico e pela presenca de
centromeros definidos (FREITAS et al., 2016).

3.2.2.3 Multipolar

A multipolaridade ocorre a partir da indugdo de multiplos sitios de nucleagdo
dos microtibulos, estrutura responsavel pela bipolaridade celular durante a
mitose (FERNANDES et al., 2009). Essa alteracdo pode estar relacionada com
desequilibrio genético, podendo ocorrer em células poliploides devido ao aumento
no conteido de DNA (FERNANDES et al., 2009). Além disso, a multipolaridade
pode decorrer de mudancas na organizagao e no arranjo dos microtubulos, devido
as propriedades centrossomais (FREITAS et al., 2016).

Células com multiplos polos durante a anafase e que apresentem inibi¢ao
na citocinese apresentam uma segregacdo cromossomica desigual e tendem a se
organizar em uma Unica célula poliploide e com varios nticleos (FERNANDES
et al., 2009).

3.2.2.4 Atraso

O atraso na segregagdo cromatica ocorre devido a problemas na

despolimerizacdo dos microtubulos. Isso retarda o encurtamento do fuso,
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promovendo um atraso na movimentagao dos cromossomos para os polos celulares.
Tal alteragdo pode ter relagdo com a mudanga nos niveis de Ca*" citoplasmatico
promovida pelo agente toxico (FERNANDES et al., 2009).

Além disso, essa AC esta intimamente ligada com o broto (AN), pois
cromossomos atrasados fazem com que o nucleo apresente formato irregular para
englobar todo o conjunto cromossémico (FERNANDES et al., 2009).

3.2.2.5 Poliploidia

A poliploidia é observada devido a duas falhas na maquinaria do ciclo
celular. A primeira forma ¢ quando ocorre falhas na maquinaria de formagao do
fuso mitdtico, dessa forma ndo ocorre a segregacao cromatidica (FERNANDES
et al., 2009).

Outra maneira ¢ em consequéncia de ruptura do processo de citocinese,
decorrentes de restricdes na formacdo de fragmoplastos. A auséncia de
fragmoplastos inibe a geracdo de células filhas, fazendo com que as células maes
se tornem poliploides (VIDAKOVIC’ -CIFREK et al., 2002).

3.2.2.6 Aderente

A aderéncia cromossOmica se caracteriza pela unido dos cromossomos,
sendo irreversivel e podendo levar & morte celular.E uma alteragio indicadora
varios mecanismos de acdo simultaneamente, sendo: aneugénico, clastogénico
e epigenético (FREITAS et al., 2016; SILVEIRA et al., 2017; SANTOS et al.,
2018). Essa alteragdo ¢ indicadora de aneugenicidade por impedir a separacao dos
cromossomos durante a mitose, dando origem as células poliploides (SILVEIR Aet
al., 2017). Ja o efeito clastogénico expresso por essa alteracdo, se relaciona com
a capacidade do composto teste alterar as propriedades fisico-quimicas do DNA
do organismo modelo. Tais alteracdes no DNA pode ocorrer no momento de
condensagdo, a partir de mudancas estruturais dos cromossomos, ou durante a
formagao de ligacdes inter e intracromatidica, em que o composto pode se ligar
aos grupos fosfato do DNA (FREITAS et al., 2016; SANTOS et al., 2018).

Além desses mecanismos de agdo, a aderéncia cromossomica ainda pode
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estar relacionada com alteracdes epigenéticas. Segundo Freitas et al. (2016),
0os cromossomos com aderéncia apresentam menor quantidade de sinais de
fosforilagdo da serina 10 da histona 3. Além disso, os cromossomos aderentes
emitem sinais difusos na célula, diferindo do padrio de sinalizagdo de regides
pericentroméricas de cromossomos normais (FREITAS et al., 2016).

A seguir encontram-se algumas alteragdes nucleares e cromossomicas
observadas em células meristematicas de raizes de alface submetidas a tratamentos

como substancias toxicas.

Figura 2. Alteragdes observadas em células meristematicas de L. sativa tratadas
com agroquimicos. Em que as células meristematicas apresentam em a, b, c ¢ f
— aderéncia cromossOomica; b — cromossomo nao orientado, d — microntcleo; e e
h —multipolaridade, g — atraso e cromossomo perdido, h — ponte cromossdmica;

i — C-metafase. Barra = 10 um.
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3.3. Indice Mitético (IM)

O IM expressa a quantidade de células que estdo em divisdo, sendo calculado
a partir da divisdo do nimero total de células em mitose (profase, metafase, anafase
e telofase) pelo nimero total de células avaliadas (ANDRADE-VIEIRA et al.,

2014), de acordo com a férmula a seguir:

IM = Total de células em mitose (profase, metafase, anafase e teléfase)

Total de células avaliadas

O IM ¢é um importante pardmetro em avaliacdes de citotoxicidade de
compostos (SANTOS et al., 2017). Trata-se de uma caracteristica altamente
responsiva, uma vez que, tanto o aumento quanto a diminui¢ao em sua frequéncia
podem representar toxicidade do composto teste (PINHEIRO et al., 2015).

A diminui¢do do IM representa que hd uma menor quantidade de células
em divisdo mitotica, devido as alteragdes, proporcionadas pelos compostos
quimicos, presentes no composto teste (ARAGAO et al., 2017). J4 o aumento do
IM, representa aumento no numero de células em divisdo mitética. Esse aumento
quando acompanhado da elevagdo nas porcentagens de ANs ¢ ACs demonstra
a toxicidade do composto quimico. Nesse caso, as células filhas advindas de
tais divisdes apresentam alteracdes que podem provocar a morte celular ou
comprometer a integridade genética das futuras geragdes de células provenientes
dessas células maes alteradas (PINHEIRO et al., 2015).

4. CONCLUSAO

O estudo dos niveis de toxicidade dos agroquimicos aplicados nas plantagdes,
0s quais sao consequentemente langados ao ambiente, ¢ importante para se ter um
melhor manejo dos mesmos. Nesse sentido, os testes apresentados nesse capitulo
podem ser uma alternativa para avaliar o efeito de tais substancias nas células,
por serem testes de baixo custo, por incluir plantas modelos sensiveis como a
alface, sendo facilmente encontrados em casa rurais, e por possuem metabolismo

semelhante ao de outros organismos.
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Capitulo 09

MELHORAMENTO GENETICO PARTICIPATIVO

Carla Cristina Gongalves Rosado
Liliana Aparecida Ribeiro Martins
Lucimara Cruz de Souza

Tais Cristina Bastos Soares
1. INTRODUCAO

O melhoramento de plantas visa a obteng¢do de genotipos que atendam ao
interesse do homem no que tange as caracteristicas agrondmicas e a adaptagdo em
diferentes condigdes edafoclimaticas das de sua origem. Assim, buscam-se plantas
que apresentam alta produtividade, resisténcia a pragas e doencas, aumento de
qualidades como teor de fibras, porcentagem de proteinas, aparéncia, e em algumas
vezes, cultivares que sejam propensas a mecanizagdo. Neste contexto, varios
trabalhos envolvendo aspectos fisiologicos e bioquimicos de interesse foram e
ainda estdo sendo desenvolvidos. Estes estudos levaram ao desenvolvimento de
cultivares em novas fronteiras agricolas com diferentes latitutes e diferentes tipos
de estresses bidticos e abidticos que as culturas poderiam enfrentar.

O melhoramento genético acontece desde os primoérdios da humanidade com
a domesticacdo de muitas culturas. Essas primeiras populagdes selecionadas eram
chamadas de crioulas e foram a base para o desenvolvimento das cultivares atuais.
Esta domesticacdo ja permitia a sele¢@o de espécies de plantas com caracteristicas
desejaveis com base na diversidade genética das culturas, como plantas vigorosas
e mais produtivas para o plantio.

No melhoramento convencional prioriza-se as variedades modernas, com
alta adaptabilidade e uniformes, onde os estresses ambientais s3o minimizados.
Entretanto, as selegdes ocorrem em alguns centros de pesquisa, longe da realidade
dos pequenos produtores rurais. Na maioria das vezes, esses produtores nao tem
acesso a essas variedades.

O melhoramento genético participativo (MGP) surge como alternativa
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para pequenos produtores desenvolverem variedades adaptadas as condigdes
edafoclimaticas e sociais das comunidades. O MGP comecgou a ser delineado
nos anos 80, como um manejo da diversidade genética das culturas, levando em
consideracdo os conhecimentos, experiéncias e preferéncias dos agricultores
(MACHADO et al., 2002), e visando a constru¢ao de processos de cultivo mais
sustentaveis. A importancia da diversidade genética para o melhoramento reside no
fato de que cruzamentos envolvendo genitores geneticamente divergentes sdo mais
apropriados para produzir alto efeito heterdtico e maior variabilidade genética das
populagdes segregantes (CRUZ, 1990).

No MGP o trabalho é desenvolvido em grupos de produtores rurais, com
uma organizacdo descentralizada (SPERLING et al., 2001; MACHADO et al.,
2002). Neste sistema de cultivo, o papel de cada produtor ¢ bem estabelecido
e o comprometimento do grupo ¢ fundamental para o sucesso da organizagdo.
Estdo entre os objetivos deste modelo de melhoramento, além da obten¢do de
alta produtividade das culturas, a conservagao e promoc¢ao do aumento da
biodiversidade, a utiliza¢do de variedades locais, a producdo de sementes, dentre
outros, que variam de acordo com a cultura (MACHADO et al., 2002).

Este capitulo abordard os aspectos ambientais e sociais do emprego do
melhoramento genético participativo, principalmente no que tange a oportunidade

para o crescimento dos pequenos produtores rurais.

2. ASPECTOS AMBIENTAIS DO MELHORAMENTO
PARTICIPATIVO

As areas produtivas da maioria das comunidades agricolas brasileiras
apresentam intimeras limita¢des que afetam o desenvolvimento e a produtividade
nesses ambientes (ALMEKINDERS & ELINGS, 2001). Na tentativa de contornar
esses problemas, tecnologias baseadas no uso de agroquimicos e maquinarios
agricolas foram intensificados a partir da década de 50, pois as técnicas rudimentares
ja ndo atendiam a produg@o de alimentos necessaria (CHIARAVALLOTI &
VALLADARES-PADUA, 2011).

Esse modelo tecnoldgico, iniciado no Brasil por volta da década de 60, ficou

conhecido como Revolugdo Verde e veio como uma proposta de modificacao das

194



PPGGM

praticas agricolas e disseminacao de sementes modificadas, visando melhoria na
produtividade (SANTANA, 2005; LOWE, 2009). Nesse periodo, as variedades
crioulas foram utilizadas no desenvolvimento de variedades modernas que
eram mais produtivas e agronomicamente superiores, priorizando um modelo
de pesquisa sem a participacdo dos agricultores e com intensa modificagdo do
ambiente (NODARI & GUERRA, 2015).

Os pacotes tecnologicos utilizados possibilitaram um crescimento acelerado
da agricultura e, a adocao de variedades modernas permitiu ganhos de produtividade
em areas favoraveis para o cultivo. Entretanto, o mesmo ndo foi observado para
os agricultores familiares que além da falta de recursos financeiros, estavam
localizados em areas marginais, onde o cultivo € sujeito a variagdes ambientais
complexas (ALMEKINDERS & ELINGS, 2001; CECCARELLI & GRANDO,
2007).

Além disso, esse novo padrdo produtivo resultou em impactos sociais
e ambientais como mecanizagdo do trabalho, éxodo rural, contaminagao dos
ecossistemas, degradagdo dos solos, perda de diversidade genética, poluigdo do ar
e dos recursos hidricos, fazendo com que a euforia das grandes safras fosse sendo
substituida pela preocupacao com a sustentabilidade da agricultura e os estresses
ambientais e sociais apds a Revolugdo Verde (ANDRADES & GANIMI, 2007).

Nessa nova perspectiva, o pensamento da sociedade moderna foi sendo
direcionado para a sustentabilidade agricola, onde a agricultura deveria ser uma
atividade com menor utiliza¢do de insumos externos e energia, com alimentos
de qualidade e isentos de contaminantes, com foco na preservagdo do equilibrio
ambiental (MACHADO, 1998).

Esse paradigma contribuiu para que surgisse a Agroecologia, ciéncia que
visa o desenvolvimento agricola de forma sustentavel em curto, médio e longo
prazo (ALTIERI, 1987). E uma ciéncia que estd sendo construida por parcerias
entre instituigdes (publicas e privadas) de pesquisa, ensino e comunidades rurais,
valorizando a participacdo e organizagdo dos agricultores locais com o objetivo
de obter uma agricultura com a maxima preservagdo dos recursos naturais,
participativa e com incluso social e econdmica (JESUS, 2005).

O melhoramento genético participativo destaca-se nesse processo,

desempenhando importantes fungdes para a agricultura familiar desde a sua
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introdugdo como uma modalidade de melhoramento. E um método que esta
vinculado a realidade do pequeno produtor e que oferece vantagens ao meio
ambiente, objetivando reduzir o uso excessivo de insumos quimicos € os problemas
relacionados a estresses nutricionais, comuns nos solos utilizados por pequenos
agricultores (MACHADO & MACHADO, 2003). Além disso, visa favorecer
a ampliagdo, conservacdo da biodiversidade e a selecdo de variedades locais
adaptadas em diferentes regides, minimizando os efeitos da interagdo genotipo x
ambiente (MACHADO, 2014).

Os solos brasileiros utilizados para cultivo apresentam em sua maior parte
caracteristicas inadequadas para o desenvolvimento vegetal, como elevada acidez,
deficiéncia de nitrogénio (N), fosforo (P), calcio (Ca), magnésio (Mg), além de
possuir dificil acesso com relevo que impossibilita a mecanizagao, reduzindo a
produtividade. A utilizagdo de insumos quimicos pode contribuir para atenuar
alguns desses problemas, porém, além de ser uma técnica economicamente limitada
para pequenos produtores, acarreta em contamina¢des ambientais (GUARCONI,
2013; SOUZA et al., 2010).

As praticas agroecologicas, com enfoque participativo, buscam contornar
essas limita¢des, reduzindo a utilizagdo de agroquimicos para evitar a contaminag@o
de fontes de agua e a reducdo da qualidade do solo. Essas a¢des podem ser
realizadas pelo uso de adubos organicos ou adubos minerais de baixa solubilidade,
adubacdo verde, adocao de biofertilizantes e cobertura morta (SOUZA et al.,
2010). As técnicas participativas como uma modalidade de melhoramento, podem
ainda, contribuir para a aclimatagdo das plantas em solos de baixa fertilidade,
identificacdo e selecdo de genodtipos eficientes na utilizagdo dos nutrientes e/ou
adaptados a baixa fertilidade, permitindo a produ¢@o de forma mais sustentavel
(MACHADO & MACHADO, 2003).

Adicionalmente, o manejo da diversidade genética das culturas, em
associacdao com pequenos agricultores, constitui uma estratégia para a valorizagao
de variedades crioulas adaptadas em diferentes regides e para a ampliacdo e
conservacao da biodiversidade (MACHADO et al., 2002; VIEIRA et al., 2008).

As variedades crioulas sdo importantes fontes de germoplasma e sdo
essenciais para o desenvolvimento sustentdvel da agricultura familiar, por

apresentarem boas qualidades nutricionais, elevado potencial produtivo e serem
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bem adaptadas as condig¢des locais (STELLA et al., 2006). Além disso, as
variedades crioulas apresentam alta diversidade genética e permitem com que os
agricultores produzam sua propria semente (NODARI & GUERRA, 2015).

A producdo de sementes crioulas é uma das prioridades da Agroecologia,
a utilizacdo dessas sementes pelo produtor contribui para o resgaste e a troca
de conhecimento entre os agricultores, além de reduzir os custos de produgao e
os tornar menos dependente das grandes empresas fornecedoras das variedades
hibridas (SANGALETTI, 2007).

Segundo Almekinders & Elings (2001), a base do melhoramento participativo
para a valorizacdo e selecdo das variedades adaptadas aos cultivos locais € a
produgdo e a troca de sementes entre os agricultores, para que haja difusdo e
manutencao das variedades. Entretanto, ¢ fundamental que as estratégias utilizadas
verifiquem o potencial e o grau de erosao genética dessas variedades, assim como
sua adaptagdo ao manejo agroecologico. E importante priorizar a comunicagio
e conhecimento entre os agricultores para as decisdes de quais materiais serao
selecionados e cultivados (MACHADO, 2014).

Na sele¢@o dos materiais no melhoramento convencional prioriza-se as
variedades modernas, uniformes e com alta adaptabilidade, conduzindo os
produtores a aderirem novas técnicas de manejo com a utilizagdo de sementes
transgénicas que podem conduzir & monocultura e ao uso excessivo de insumos
externos, ameagando e reduzindo a producao das variedades crioulas (MACHADO,
2014; RIBEIRO & RIBEIRO, 2017).

As praticas convencionais também buscam selecionar gendtipos promissores
em locais mais uniformes, onde os estresses ambientais sdo minimizados. As
selecdes ocorrem em alguns centros de pesquisa, ou seja, os individuos que sdo
selecionados para um dado local sdo cultivados, posteriormente, em ambientes
muito mais abrangentes (ANTUNES, 2011). A principal consequéncia dessa
pratica envolve a perda de produtividade, sendo que, muitos materiais podem
ser descartados antes de serem testados em condigdes reais dos agricultores
(CECCARELLI & GRANDO, 2007).

O melhoramento participativo surgiu como uma proposta para alcancar
eficiéncia nessas sele¢des, viabilizando a identificagdo de genotipos, que possam

ser cultivados em diferentes propriedades dos agricultores, assegurando sua melhor
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produgdo nas condigdes reais de campo (ANTUNES, 2011; NAEIMI et al., 2017).
Como a selecdo das variedades pode ser realizada para diferentes localidades,
essas se tornam menos vulneraveis ao ataque de pragas e doencas (ROCHA, 2014).

Tal estratégia possibilita minimizar os efeitos da interagdo genotipo X
ambiente, assegura uma menor rejeicao das cultivares, pois, o proprio agricultor
tem papel crucial na sele¢do, possibilita maior valorizag@o das variedades locais e,
permite que melhoristas e agricultores avaliem os individuos de forma conjunta, sob
diferentes condigdes biofisicas (MORRIS & BELLON, 2004; MACHADO, 2014).
O melhoramento de forma participativa, portanto, contribui para a conservagao do
germoplasma de plantas locais, cultivadas e adaptadas aos sistemas de manejo das
diferentes comunidades agricolas (LONDRES, 2009).

3. ASPECTOS SOCIAIS NO MELHORAMENTO PARTICIPATIVO

A estratégia do melhoramento genético participativo é a inser¢do da
diversidade genética nos sistemas locais, assim como, incentivar a sele¢do e
intercdmbio de sementes. Para isso, apresenta como elemento fundamental a
inclusdo sistematica de conhecimentos, habilidades, experiéncias, praticas e
saberes dos agricultores (MACHADO et al., 2008). Além do material em estudo
ser melhor adaptado as condigdes edafoclimaticas, atendem também as condi¢des
socio-econdmicas do ambiente alvo, constituindo uma abordagem que tem por
meta aliar bons resultados econémico e bem-estar dos agricultores (MACHADO
etal., 2002).

O melhoramento de plantas convencional vem sendo utilizado no mundo
todo, mostrando-se eficiente em melhorar o nivel de produtividade em varias
culturas, porém, tais resultados sdo focados em ambientes favoraveis ou naqueles
modificados por irrigacdo ou uso de fertilizantes e controle quimico. Porém, a
agricultura familiar tem uma grande representatividade na produgdo agricola,
contribuindo em maior parte com o abastecimento alimentar no pais, quando
comparado aos estabelecimentos nao familiares. E apesar de tal importancia, esses
espagos ndo sdo contemplados com os beneficios do melhoramento genético de
plantas tradicional (CECCARELLI et al., 1996; MACHADO et al., 2002).

Sayago (2008) trata o melhoramento participativo como uma transi¢ao
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de uma “cidadania decretada” para uma “cidadania conquistada”, onde esta
modalidade de melhoramento consegue romper a logica burocratica do processo
de melhoramento, antes focado apenas no melhorista. O MGP passa a reconduzir a
autonomia dos agricultores sobre as sementes utilizadas e a construgdo de espacos
intercientificos, entre agricultores e cientistas.

Um segundo ponto nessa transi¢do, remete ao uso de sementes pelos
produtores. No modelo convencional de melhoramento, as sementes sio
mercadorias, possuem restricao de uso, como por exemplo, as sementes hibridas, e
sdo adaptadas a padrdes de agricultura industrial, possuindo uniformidade genética
(REIS, 2012).

Em contrapartida, no melhoramento participativo, as sementes passam de
mercadoria a um modelo técnico alternativo, onde as tecnologias sociais sao
baseadas no fortalecimento do intercdmbio entre agricultores. Embora ainda
exista a possibilidade de comercializacdo, neste modelo de tecnologia social,
ndo hd interesse em criar restricdes para que os agricultores possam reproduzir
suas proprias sementes. E ainda, ao contrario de ser baseado no aumento da
uniformidade genética, as tecnologias sociais de producdo de sementes tém na
manutencao da diversidade um objetivo e um trunfo, pois a diversidade permite
a melhor adaptagdo as condigdes ecologicas e as necessidades dos agricultores
(REIS, 2012).

A pesquisa participativa tem se mostrado muito recomendavel em ocasides
onde pode-se prover melhorias de condi¢do de vida aos envolvidos, pois
nesse processo o aprendizado é desenvolvido conjuntamente, assim como a
interdisciplinaridade e a integrag@o entre diferentes culturas (NOVAES & GIL,
2009).

Dentre as metas do melhoramento participativo, podemos citar o incremento
da biodiversidade e conservacao do germoplasma. Esta proporcionara um maior
acesso das comunidades ao germoplasma e a informacdo e conhecimento
relacionado ao mesmo. Estd relacionado também com uma maior eficiéncia
nos custos, sendo estes compartilhados entre os dois setores envolvidos
(ALMEKINDERS & ELINGS, 2001; SPERLING et al., 2001).

A capacitagdo e o fortalecimento das comunidades e dos agricultores levam a

uma mudanca na relagdo entre os parceiros envolvidos, onde a tomada de decisdo
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passa ter uma participagdo igualitaria de todos, mudando também o acesso ¢ o
controle do germoplasma e das informagdes referentes ao mesmo. Isso faz com que
as variedades s6 sejam lancadas apos avaliag@o e aceitabilidade dos produtores,
trazendo também um fortalecimento do sistema de intercambio de sementes,
expandindo e institucionalizando o melhoramento participativo (SPERLING et
al., 2001).

O sucesso do MGP na producéo de variedades melhoradas para agricultores
marginalizados em todo o mundo estimulou propostas para utilizar esta metodologia
em outros campos, como para a criacdo de variedades adaptadas em sistemas de
agricultura organica (HUMPHRIES et al., 2015). Os agricultores que trabalham
nesse sistema também enfrentam problemas relacionados as condi¢des ambientais
e a falta de variedades adequadas, devido ao dominio no mercado de sementes
convencionais/hibridas (CHIFFOLEAU & DESCLAUX, 20006).

No MGP, as variedades passam a ser desenvolvidas em conjunto com o0s
agricultores, e ndo por um criador/cientista apenas. Esta mudang¢a de competéncia
muda o reconhecimento de que tanto cientista, quanto agricultor, tem perspectivas
igualmente valiosas, mas criticamente diferentes, durante o processo de
melhoramento vegetal (CECCARELLI, 2014). Aos melhoristas, através da troca
de experiéncia com o agricultores, sdo identificadas novas demandas dos usuarios
das cultivares. Para o agricultor, o convivio com a pesquisa possibilita o contato
com tecnologias mais avangadas e conhecimentos que poderdo ser usados em sua
rotina no campo.

Chiffoleau & Desclaux (2006) afirmam que “o melhoramento genético
participativo pode ser interpretado como uma rede socio-técnica inovadora”
que incentiva a diversidade humana e bioldgica, capacitando diferentes atores
durante o processo. A valorizagdo das comunidades locais e o reconhecimento da
importancia do seu papel para a conservagao e o uso da biodiversidade devem ser,
por isso, continuamente estimulados (MACHADO et al., 2008).
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4. APLICACAO DO MELHORAMENTO PARTICIPATIVO NO
BRASIL

4.1. Mandioca

Fukuda et al. (1997), iniciou em 1993 a pesquisa participativa com mandioca
no semi-arido nordestino, como forma de cria¢do de um elo entre produtores,
pesquisadores e extensionistas. Com o objetivo de conhecer as demandas dos
produtores para aumentar a probabilidade de aceitacdo das variedades melhoradas,
os autores tragaram estratégias que por muitas vezes sdo deixadas em segundo
plano no melhoramento convencional. Caracteristicas como velocidade de
brotagdo, vigor inicial, formato da copa, facilidade de destaque das raizes e
da pelicula das raizes, cor da pelicula e do cortex e facilidade de colheita, sdo
imprescindiveis aos pequenos agricultores como forma de maior resisténcia ao
periodo de seca e pela facilidade de beneficiamento e colheita, feitos quase que
exclusivamente por mao-de-obra familiar. Baseado nesses critérios de selecdo
estabelecidos pelos produtores dessa regido foi possivel selecionar uma variedade
ideal para o semi-arido nordestino. Com esse estudo piloto, os autores concluiram
que definitivamente, a forma tradicional de melhoramento e difusao das variedades
selecionadas ndo funcionam para a adog¢ao de variedades de mandioca na maioria
dos ecossistemas. O aspecto cultural tem uma forte influéncia neste processo
incorporagdo de veriedades melhoradas. Portanto, quando se aplica o melhoramento
participativo, a tendéncia ¢ mudar a percepcao e conhecimento dos produtores,

aumentando as chances de implantacdo das novas variedades selecionadas.
4.2. Milho

Para a cultura do milho, pode-se citar o langamento da variedade Sol da
Manha, que foi formada e selecionada com o objetivo de atender aos agricultores
que enfrentam problemas de baixa fertilidade do solo, sobretudo deficiéncias de
nitrogénio (MACHADO & FERNANDES, 2001). A variedade local de milho
Sol da Manha tem uma ampla base genética. Ela foi identificada em 1985,na

Comunidade Agricola Sol da Manha situada em Seropédica, Estado do Rio de
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Janeiro. Primeiramente, essa variedade passou pelo processo de melhoramento
convencional na esta¢do experimental da Embrapa Agrobiologia. Posteriormente,
a variedade foi melhorada em colaboracdo de um grupo de agricultores da
comunidade, que realizaram seis ciclos de selecdo massal. A variedade foi
avaliada em 1994 em ensaios de campo para rendimento de graos e eficiéncia no
uso de nitrogénio e mostrou-se eficiente no uso desse nutriente, sob condigdes de
crescimento favoraveis e desfavoraveis. A estratégia de reprodugao participativa
foi altamente bem sucedida para o empoderamento da comunidade de pequenos
agricultores.

Outro exemplo para a cultura do milho foi o trabalho desenvolvido por
Machado et al. (2006), na comunidade Fortaleza, em Muqui, Espirito Santo, que
desde 1993 iniciaram os trabalhos de produ¢ao comunitaria de semente de milho.
Uma parceria entre a Associagao de Desenvolvimento da Comunidade Fortaleza e
Adjacéncias, de Muqui-ES, a Prefeitura Municipal ¢ a EMBRAPA-Agrobiologia
foi estabelecida para além da producdo de semente, ampliar a autonomia dos
pequenos agricultores e investir em tecnologias produtivas e sustentaveis,
que sdo o foco da agroecologia. Ensaios nacionais de milho variedade foram
instalados entre os anos de 2001 e 2011 e campos comunitarios de melhoramento
participativo foram implantados entre 2001 e 2005. O resultado desse trabalho
foi o desenvolvimento da variedade Fortaleza, originaria da BR 106, melhorada
de forma participativa e adaptada geneticamente as condi¢des edafoclimaticas,
tecnologicas e socio-econdmicas dos pequenos agricultores da comunidade, ndo
exigindo por isso grandes quantidades de insumos. Este trabalho de selecdo do
milho Fortaleza demonstra a eficiéncia da participagao dos agricultores no processo
de melhoramento de plantas e reforga a importancia da parceria entre instituigdes
(publicas e privadas) de pesquisa, ensino e comunidades rurais para obter uma
agricultura com a maxima preservagao dos recursos naturais, participativa e com

inclusdo social e econémica.

4.3. Feijdo

Sena et al. (2008) conduziram 10 experimentos onde foram avaliadas nove

linhagens melhoradas de feijao, juntamente com a cultivar BRSMG Talisma,
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em propriedades agricolas com tradi¢do na cultura do feijoeiro. Nesse trabalho,
procurou-se inicialmente verificar se os agricultores tinham percep¢do dos
diferentes fenotipos em graos de feijao, como resisténcia a mancha angular e
aspecto dos graos, ou seja, a cor, tamanho, brilho e formato, que sdo fundamentais
para o melhoramento do feijoeiro. Os resultados obtidos evidenciaram que os
agricultores e melhoristas tém muitos objetivos comuns com relagdo aos fen6tipos
desejaveis de uma boa linhagem de feijdo e, os agricultores foram capazes de
avaliar os diferentes caracteres de forma satisfatoria. Foi possivel selecionar a
linhagem OP-S-30, que apresentou maior produtividade média, com boa tolerancia
a mancha angular e bom tipo de grdo. Também se destacaram as linhagens OP-S-
16 e OP-S-80.

Portanto, da mesma forma relatada anteriormente neste capitulo para a cultura
da mandioca e do milho, Sena et al. (2008) também concluiram como vantajoso o
melhoramento participativo, pois o intercambio entre os agricultores e melhoristas
propicia uma oportunidade impar de se discutirem problemas comuns a cultura e
da enorme vivéncia aos melhoristas para o estabelecimento das prioridades futuras
dos programas de melhoramento em andamento na regido, € como consequéncia,

melhora a aceitacao por pequenos produtores das novas variedades melhoradas.

5. DIFICULDADES E PERSPECTIVAS

Ao longo dos anos com o melhoramento convencional, o enfoque maior
foram as grandes empresas e grandes empreendedores na area agricola, o que
distanciou os pequenos produtores rurais. Estes foram prejudicados nesse processo,
e hoje possuem dificuldade de aceitacdo dessas novas tecnologias e resisténcia
ao uso de materiais melhorados, por falta de conhecimento. A aproximagdo das
universidades ao meio rural foi afetada por conta desses conceitos ja estabelecidos
entre os agricultores rurais. Esta barreira deve ser quebrada com a tentativa de
inser¢do dos pequenos produtores nas universidades e centros de pesquisa, por
meio de dia do campo, projetos de extensdo, visitas técnicas e incentivos as
atividades participativas.

Por parte dos melhoristas, uma dificuldade ¢ que esse tipo de trabalho

exige um maior deslocamento dos pesquisadores para acompanhamento dos
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experimentos em diferentes locais, demandando assim, tempo e maiores recursos.
Os melhoristas tém que se adaptar a rotina e cultura dos agricultores e utilizar
apenas os espacos cedidos por eles.

Outro ponto importante de se observar ¢ com relagdo as avaliagdes, que
devem ser de forma simplificada para ndo ser um ponto limitante na parceria
agricultor-melhorista. Existem caracteres de dificil classificacdo, que mesmo
seguindo guias e escalas de avaliagdo sdo de dificil interpretacao e entendimento,
com isso, além de gerar dados ndo confidveis, os agricultores ficam desmotivados
por ndo conseguir avaliar tal caracteristica. Uma forma de contornar esta situagao
s80 os treinamentos oferecidos por extensionistas e até mesmo os melhoristas, nas
comunidades e associagcdes comunitarias.

O melhoramento participativo desempenha papel importante na ampliagdo e
conservagao da biodiversidade a longo prazo. Atualmente, questoes relacionadas
com o aquecimento global e seus impactos negativos nas mudangas ambientais
sdo discutidas e levadas em consideracdo para a tomada de decisdo. Portanto,
quanto mais exploramos a diversidade genética das espécies, maior as chances
dessas espécies se adaptarem as novas condi¢des climaticas, ou seja, a ampliag@o
da base genética, diminui a vulnerabilidade genética e aumenta a probabilidade
de éxito dos cultivos.

Nos ultimos anos nota-se uma preocupagdo constante de universidades,
centros de pesquisa e programas e projetos de extensdo em trabalhar aspectos
e caracteristicas técnico-cientificas, bem como os impactos sociais provenientes
da pratica agroecoldgica e agricultura sustentavel. A populagdo estd buscando
cada dia mais uma alimentagdo saudavel, isentos de residuos quimicos e outros
contaminantes. As pessoas estdo atentas e mais informadas com relagdo as questoes
ambientais e sociais, fazem questionamentos sobre a origem dos alimentos, se
foi produzido de forma sustentavel ou ndo, possuem acesso facil a informagao e
propagam o conhecimento de forma facil. O acesso a alimentagao saudavel ¢ uma
realidade presente no nosso dia a dia, como por exemplo, os alimentos organicos
e as feiras agroecoldgicas. Portanto, as parcerias agregam valor aos produtos
produzidos por agricultores familiares, valorizam o pequeno produtor rural, o que

incentivam o retorno e fixacdo do homem no campo.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Por muitos anos, quando se falava em agricultura familiar tinhamos a
visdo de atraso e ineficiéncia, como também da produgdo apenas para atender a
demanda dos pequenos produtores com “aversdao” ao mercado, sempre colocando a
agricultura convencional como a mais tecnoldgica, produtiva e eficiente. Contudo,
¢ preciso reconhecer que a agricultura familiar vem distanciando-se desses
preconceitos, pois tem buscado estabelecer estratégias de inser¢do no mercado
de maneira sustentavel. Diante da perspectiva de sustentabilidade para o espago
rural é que surgem as propostas que buscam auxiliar e tornar a agricultura familiar
competitiva e atualizada em termos cientificos e tecnoldgicos.

O melhoramento genético participativo surge vinculado a essas questoes,
assim como questodes sociais como a seguranca e autossuficiéncia alimentar, bem
como a conservagdo e recuperagdo dos recursos naturais, com a minimizagao de
insumos quimicos e énfase aos sistemas agroecoldgicos, elementos fundamentais
a adog@o de um modelo agricola sustentavel.

O melhoramento genético participativo deve ser uma regra ¢ nido uma
excecdo, pois além de tornar os agricultores co-autores do processo, tem-se uma
economia de tempo e dinheiro, visto que, durante o processo de melhoramento, os
agricultores vao adotando aquilo que acreditam ser bom para eles e eliminando o
que lhes parece ndo ser interessante.

Portanto, o melhoramento participativo ¢ um exemplo da pesquisa dirigida
a demanda, o qual enfoca e envolve os produtores que tradicionalmente nao
foram beneficiados pelo melhoramento, devendo complementar e nao substituir
o melhoramento de plantas convencional. Estes objetivos culminam com uma

agricultura sustentavel econdmica e ecologicamente.
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Capitulo 10

MELHORAMENTO VISANDO QUALIDADE
NUTRICIONAL DO FEIJAO COMUM

Cintia Machado de Oliveira Moulin Carias

Adésio Ferreira
1. INTRODUCAO

O feijao (Phaseolus vulgaris L.) é um alimento basico na populacdo de
alguns paises da América Latina, Africa e Asia, envolvendo aproximadamente 2
milhdes de produtores dispersos nos paises, com 64% da producao praticada pela
agricultura familiar (PETRY etal., 2015, DELFINI etal., 2017). O Brasil se destaca
como maior produtor e consumidor mundial de feijdo comum, com produgdo
nacional total na safra 2017/2018 de 3,28 milhoes de toneladas (CONAB, 2018).

O legume ¢ uma fonte notavel de proteinas, lisina, fibra alimentar, carboidratos
complexos, vitaminas, minerais e antioxidantes, sendo utilizada como alternativa
em substitui¢do a carnes e outros alimentos proteicos (CARVALHO et al., 2012;
SPARVOLI et al., 2015; CASTRO-GUERRERO et al., 2016). Alguns desses
componentes regulam a glicemia, fungio gastrointestinal (RAMIREZ-JIMENEZ
et al., 2018), fornecendo beneficios para pessoas com diabetes e/ou doencas
cardiovasculares e caincer (CHANDRASEKARA et al., 2016; MARQUEZI et al,
2017) (Figura 1). Além disso, sem gliten, as leguminosas podem ser usadas como
ingredientes para biofortificar as preparagdes para a populagdo celiaca.

A deficiéncia de minerais no organismo pode levar a uma série de problemas
de satide. A deficiéncia de Ca, por exemplo, provoca osteoporose (GARCIA-
GONZALEZ et al., 2018), zinco prejudica o crescimento e o sistema imunologico
(SECONDO et al.,2018; SANNA et al., 2018) e na auséncia de ferro no organismo
pode causar anemia. O zinco ¢ um constituinte essencial de diversas proteinas e
lipidios, presentes nas membranas celulares e em moléculas de acidos nucleicos
(JORAY etal., 2015, ELENILDA etal., 2016), e o ferro responsavel pela produgao

da hemoglobina no sague, no transporte do oxigénio, entre outros. A deficiéncia do

210



PPGGM

ferro no organismo humano posiciona-se como a segunda deficiéncia nutricional de

maior importancia no mundo, afetando varios grupos de pessoas, principalmente
mulheres, jovens e criangas (MILMAN, 2011; MARTINS, 2015).
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Figura 1. Mecanismos envolvendo redugdo de doencas cardiovasculares,

obesidade e diabetes mellitus por feijao (Adaptado de HAYAT et al., 2014).

Nesse sentido, o feijoeiro-comum ¢é uma leguminosa de importancia para

o consumo humano direto e esta presente diariamente na mesa do brasileiro,

além de possuir quantidades relevantes de nutrientes nos graos. Dessa forma,

0 que se busca por meio do melhoramento genético em muitas institui¢des, é

obter cultivares com qualidade culindria, nutricional e funcional, junto com as

caracteristicas agrondmicas de interesse, contribuindo para sustentabilidade da

cadeia produtiva.

Com base no exposto, tem-se como propo6sito neste capitulo, registrar, de

maneira objetiva, especialmente para quem estd iniciando os trabalhos na area,
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o conhecimento dos aspectos gerais do feijdo comum e a qualidade nutricional
existente no grao, podendo auxiliar os melhoristas. Nao se pretende esgotar o
assunto, mas oferecer uma visdo abrangente do conhecimento da cultura, sendo
importante, pois acrescenta informagdes aos trabalhos de melhoramento genético

de feijdo comum.

2. FEIJAO: ASPECTOS GERAIS

O feijao comum, pertence a familia Fabacea, que compreende as leguminosas,
sub-familia Faboideae (Papilionoideae), género Phaseolus, tendo sido classificado
por Linnaeus em 1753, como espécie Phaseolus vulgaris L. (SANTOS &
GAVILANES, 2006; DEBOUCK, 1993). A espécie ¢ originaria das regides de
cultura inca, nas Américas Central e do Sul. A variabilidade genética esta associada
a dois centros de maior importancia, conhecidos por pool génico Mesoamericano
(cultivares com faseolina do tipo “S”) e pool génico Andino (cultivares com a
faseolina “T”’) (GEPTS & BLISS, 1985).

O género Phaseolus possui cerca de 55 espécies, das quais cinco sdo
cultivadas: o feijao comum (P. vulgaris); o feijao do anual (P. dumosus Macfad);
o feijao Ayocote (P. coccineus L); o feijao tepari (P. acutifolius A. Gray); e o
feijao de lima (P. lunatus L) (ACOSTA-GALLEGOS et al., 2007) (Figura 2).
Dentre estas cinco espécies cultivadas, P. vulgaris contribui com mais de 90% da
produgdo mundial do género (SINGH, 2001).

Tomando por base o crescimento da planta, temos o crescimento determinado,
onde apresentam o caule e os ramos laterais terminados em uma inflorescéncia e
possuem niimero limitado de nos e a florag@o inicia-se do apice para a base da
planta (GRAHAM & RANALLLI, 1997), e o indeterminado, onde o caule principal
possui crescimento continuo, com sucessao de nods e entrends; as inflorescéncias
sdo axilares e a floracdo inicia-se da base para o apice da planta (JAUER et
al., 2006). O crescimento do caule determina os principais tipos de planta do
feijoeiro: arbustivo, prostrado e trepador. O feijao € espécie autogama, herbaceas,
com folhas compostas por trés foliolos ovais e as flores se retinem em cachos ¢
podem ser brancas, amarelas, azuis ou vermelhas, conforme a variedade do feijao
(VILHORDO et al., 1996; GRAHAM & RANALLLI, 1997). O fruto é denominado
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vagem e as sementes apresentam inimeras formas e cores: arredondadas, achatadas,
alongadas, preta, branca, bege, entre outras (FERREIRA FILHO, 1941) (Figura
3, Figura 4).
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Figura 2. Distribuicdo geografica das formas silvestres das cinco espécies de
Phaseolus domesticadas. As distribui¢cdes foram obtidas considerando todos

os acessos silvestres com dados de passaporte no banco de dados do Centro
Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) (BITOCCHI et al., 2017).
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Figura 3. Variacdo do desenvolvimento da espécie Phaseolus vulgaris L.
domesticadas. As variedades cultivadas de feijado diferem quantitativa ou
qualitativamente para as seguintes caracteristicas: habito de crescimento, que varia
de indeterminado a determinado (A); morfologia de folhas, folhetos e peciolos (B);
cor da flor e comprimento do pedinculo (C); tamanho, forma e cor dos frutos (D);
tamanho, forma e cor das sementes (E). As plantas foram cultivadas em conjunto
e as amostras foram coletadas de n6s comparaveis, na mesma idade; imagens em
cada painel estdo na mesma ampliacdo (ALONSO-BLANCO et al., 2005).
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Figura 4. Variagdo tamanho, forma e cor das sementes de feijdes crioulos

cultivados no Espirito Santo, Brasil (Arquivo pessoal).

O ciclo vegetativo dessa leguminosa varia de 75 a 110 dias (KLUTHCOUSKI
et al., 2009). Os cultivares sdo bastante adaptaveis as mais variadas condi¢des de
clima, solo e sistemas de cultivo. Sua comercializacao ¢ feita em supermercados,
feiras livres, sacoldes, mercados de bairros e muitas vezes utilizada como “moeda
de troca” para os produtores (GOMES et al., 2012).

O feijoeiro comum ¢ cultivado em trés safras: primavera-verdo (aguas),
verdo-outono (seca) e outono-inverno (inverno), que contribuem para obtengao
do produto ao longo do ano (VIEIRA et al., 2008). As safras sdo dividas
de acordo com o periodo de colheita, classificando em: 1* Safra - colheita de
novembro a mar¢o; 2% safra - colheita de abril a julho; e 3% safra - colheita de
agosto a outubro (EMBRAPA ARROZ ¢ FEIJAO, 2012; MENDONCA, 2015). E
cultivado por pequenos, médios e grandes produtores, nas mais variadas condi¢des
edafoclimaticas e em diferentes épocas e sistemas de cultivo.

No mercado brasileiro o feijdo apresenta ampla variabilidade quanto a
texturas, tamanho, tipo e cores do grao, variando de pretos, branco, mulatinho,

manteigdo, carioca, vermelho, roxo, entre outras. O consumo e a comercializagdo
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s80 definidos quanto a preferéncia em relagdo as mesmas. O feijao-vermelho, o
mais aceito na regido da Zona da Mata mineira, tem peso médio de 100 sementes
de aproximadamente 25 g, formato eliptico e cor do grdo vermelho brilhante
(VIEIRA et al., 2005). O feijao preto ¢ mais popular no Rio Grande do Sul, em
Santa Catarina, no sul e no leste do Parana, no Rio de Janeiro, no sudeste de
Minas Gerais e no sul do Espirito Santo (ELIAS et al., 2007). No entanto, os
feijoes do grupo carioca sdo os mais cultivados e consumidos pelos brasileiros,
com caracteristica marcante o tegumento com colorag@o bege e estrias marrons,
hilo branco, apresentando ao redor halo de colora¢ao creme (EMBRAPA ARROZ
e FEIJAO, 2012). Os feijoes especiais (branco, vermelho, creme e amarelo) tem
maior aceitacdo no mercado internacional.

A produgdo nacional estimada de feijdo total na safra 2017/2018 ¢ de 3,28
milhdes de toneladas, 30,4% a mais em relagdo ao ano passado (CONAB, 2018).
Nos ultimos dez anos, houve redugdo de 38,7% na area plantada e o aumento
na produgdo de 15,99%, com consequente aumento na produtividade média
de aproximadamente 44,38% (EMBRAPA, 2016). Os trés maiores produtores
nacionais dessa leguminosa sdo Parana (640,9 mil t), Minas Gerais (512,4 mil t) e
Mato Grosso (484,5 mil t), que responderam, em média, por 52,57% da produgdo
interna, com destaque para o Parand que participa em torno de 21% do total
nacional (CONAB, 2018).

3. ETAPAS DE DESENVOLVIMENTO DA PLANTA

O ciclo biologico das plantas divide-se em trés fases: fase vegetativa,
reprodutiva e maturacao/colheita. Na primeira fase inicia-se com a germinacao da
semente indo até a terceira folha trifoliolada (com foliolos abertos); na segunda
fase, inicia-se com o aparecimento da pré- floracdo (apds emissdo do primeiro
botdo ou racimo floral) e finaliza com a maturag@o e a terceira fase com a colheita.

Nas plantas de crescimento determinado, todas as gemas diferenciam-se
em inflorescéncia, cessando o desenvolvimento vegetativo. Nas de crescimento
indeterminado, continuam o aparecimento de estruturas vegetativas, mesmo apos
o fim da vegetativa, continuando a produzir simultaneamente folhas, ramos, hastes,

flores e vagens. A uma importante fase no desenvolvimento das plantas, que ¢ a fase
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que refere-se a mudangas de fungdo das gemas, de vegetativas para reprodutivas.
E de curta duragdo, ocorre devido a inexatiddo na defini¢do do momento preciso
em que termina a fase vegetativa e inicia-se a fase reprodutiva. Estas fases, por
sua vez, sdo subdivididas em dez etapas.

A fase vegetativa (V) é constituida das etapas VO, V1. V2, V3, V4 e a
reprodutiva (R), das etapas R5, R6, R7, R8 e R9, conforme apresentado na Figura
5.

Periodo vegetativo Periodo reprodutivo
0 | vi[ v2] V3] v4

R5] R6] R7[ R3] R9

Semeio Botdes florais Maturacdo/Colheita

V0 — Germinagao (iniciada a germinagdo da semente)

V1 — Emergéncia (50% dos cotilédones fora do solo)

V2 — Folhas primarias (par de folhas primarias abertos)

V3 — Primeira folha trifoliolada (com foliolos abertos)

V4 — Terceira folha trifoliolada (com foliolos abertos)

RS — Pré- florago (apds emissdo do primeiro botdo ou racimo floral)

R6 — Floragdo (primeira flor aberta)

R7 — Formacao de legumes (primeira vagem com a corola desprendida)

R8 — Enchimento de legumes (inicio de inchamento das vagens)

R9 — Maturacdo (primeira vagem comega a descolorir ou secar)

Figura 5. Escala fenoldgica para feijao (Phaseolus vulgaris L.) (FERNANDEZ et
al., 1985 apud SANTOS et al., 2015).

4. SEMENTES TRADICIONAIS

Sementes tradicionais, conhecidas também como crioulas sdo assim
classificadas devido ao seu uso de modo habitual pelos produtores rurais, que,
em sua maioria, utilizam sementes disponiveis entre os proprios familiares ou na
comunidade rural. Este processo culmina com uma seleg¢@o natural de gendtipos

adaptaveis as condi¢des adversas e sem um processo de melhoramento genético

217



Topicos Especiais em Genética e Melhoramento 11

tradicional (COELHO et al., 2010; KAUFMANN et al., 2018).

As sementes crioulas existentes nas propriedades familiares representam
um valor genético precioso para a manutencdo da biodiversidade e seguranga
alimentar (COPACHESKI, 2013). O cultivo desses gendtipos proporciona a
conservagdo dos recursos genéticos e existe a possibilidade desta diversidade
genética ser utilizada em programas de melhoramento, a partir da caracterizag@o
para caracteres de interesse agronomicos (COELHO et al., 2007a; PEREIRA et
al., 2009; CABRAL et al., 2011), qualidade tecnolégica (COELHO et al., 2007),
nutricionais (PEREIRA et al., 2011), moleculares (MADAKBAS et al., 2016) e
resisténcia a pragas e doencas (MIKLAS et al 2003; PERSEGUINI et al., 2016).

Alguns estudos comparando a diversidade molecular de variedades locais e
cultivares comercial de feijao identificaram uma maior diversidade em variedades
crioulas (EMYGDIO et al., 2003). Maciel et al. (2003) também encontraram maior
similaridade entre cultivares derivadas do mesmo programa de melhoramento.
Nutricionalmente, alguns acessos de feijoes crioulos tém como caracteristica, ser
mais rico em proteinas que as variedades comerciais disponiveis no mercado.
Foram reportados teores de proteina nos graos até 35,2% em feijdes crioulos,
enquanto a média ¢ de 22% (SANTALLA et al., 2004).

As sementes crioulas representam a garantia da agrobiodiversidade, sendo
organismos vivos, com caracteristicas fenotipicas diversas, que foram domesticadas
pelas comunidades camponesas e que, portanto, integram seu conhecimento e sua
prética social por geragdes. E importancia como fonte alimentar e renda para a
agricultura familiar, como também, garantia de preservacdo das espécies locais
(PEREIRA et al., 2009; LIMA & SANTOS, 2018).

Através do resgate e valorizacdo de recursos genéticos crioulos, uma
metodologia que tem ganhado forga no contexto do melhoramento de plantas,
¢ o Melhoramento Genético Participativo (MGP), no qual, a inclusdo dos
conhecimentos, habilidades, experiéncias, praticas e preferéncias dos agricultores
sdo valorizadas. Os objetivos sdo mais amplos que os do melhoramento
convencional, indo além do aumento de produtividade (SPERLING et al, 2001).

A conservag¢do, aumento e manutencao da variabilidade genética; a obtencao
e o uso de germoplasma adaptado a localidade de cultivo (variedades modernas

ou locais, dependendo dos objetivos); a selecdo e avaliagdo experimental de
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variedades em conjunto com os produtores; o langamento e a divulgacio de novas
variedades; a diversificacdo do sistema produtivo e a produgdo de sementes,
constituem as diferentes metas do melhoramento participativo (ALMEKINDERS
& ELLINGS, 2001).

Vale destacar, que ha momentos que o sucesso do melhoramento
convencional, com o langcamento de cultivares elites, ndo atende os pequenos
agricultores, devido sua auséncia ao nivel de tecnifica¢do, que as novas cultivares
exigem. Neste contexto, o interesse do melhoramento genético participativo ¢ a
obtencao de um material que respondam bem a condigdes ambientais especificas,
reduzindo assim a necessidade de uso intenso de insumos e tecnificagdo (LYRA
et al. 2011).

Assim, o MGP valoriza as sementes crioulas e contribui para a obtencao de
cultivares adaptadas a diferentes agroecossistemas, tolerante aos estresses bioticos
e abidticos, resisténcia a pragas e doencas, com qualidade nutricional. Permitindo
inverter a tendéncia da separagdo entre o agricultor e o melhorista formal, de modo
que, juntando o conhecimento de ambos, seja possivel desenvolver variedades
novas ou melhorar as pré-existentes, mediante o estabelecimento de objetivos e
metodologias em comum (MACHADO et al. 2002; SOUZA SOBRINHO et al.,
2010).

5. ASPECTOS NUTRICIONAIS

A busca por alimentos que supra as caréncias nutricionais, com qualidade
e com baixo custo, ¢ o alvo para a sustentabilidade da cadeia produtiva. Ha
séculos estudos relacionados a esse tema vém auxiliando na elaborag¢do de novos
produtos que correspondam as exigéncias dos produtores e dos consumidores
(NKUNDABOMBI et al., 2016).

Nos graos, sua composi¢do quimica pode variar conforme a cultivar,
localizacdo geografica, as condi¢des edaficas (tipo de solo, pH, fertilidade, textura,
matéria organica, entre outros) e as variagdes climaticas (temperatura, precipitagao,
fotoperiodo, radiagdo, entre outros) (BURATTO et al., 2009; RIBEIRO, 2010).
No entanto, para indicar os genotipos mais promissores para serem incorporados

em programas de melhoramento do feijoeiro, ¢ de suma importancia o estudo da
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mesma.

O feijao fornece uma rica fonte de proteinas, carboidratos, vitaminas e
minerais Ca, Fe, Cu, Zn, K, P e Mg (CASTRO-GUERRERO et al., 2016), além de
acidos graxos insaturados (como o acido linoleico), fibra alimentar (especialmente
fibra soluvel que confere efeito hipoglicémico), e vitaminas do complexo B
(RAMIREZ-CARDENAS et al., 2008; SILVA et al., 2009), tornando-se um dos
alimentos mais completos na dieta alimentar humana.

Os teores em proteinas nas sementes de feijao sdo mais altos que em outros
cereais (18-24 vs. 8-15%), com maior concentragdo de globulina e albumina
(SPARVOLI et al., 2015). Das globulinas, destaque deve ser dado as faseolina,
que representam a maior fragao proteica de reserva do feijao (PARK et al., 2010;
MONTOYA et al., 2010). No entanto, quanto a aminoacidos essenciais, tem-se
a predominancia de lisina, leucina, acido aspartico e acido glutdmico, ¢ baixas
concentragdes de aminoacidos sulfurados, como metionina, cisteina, cistina e
triptofano (LAJOLO et al., 1996; YIN et al., 2010; SPARVOLI et al., 2015). Os

principais compostos quimicos das sementes de feijao sdo ilustrados na Figura 6.
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Figura 6. Compostos quimicos em sementes de feijao (LOS et al., 2018).
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Neste contexto, os feijoes sdo deficientes em aminoacidos sulfurados e rico
em lisina, e sdo consumidos juntamente com cereais, que sdo deficientes em lisina
e relativamente ricos em aminoacidos sulfurados, resultando em um prato com boa
qualidade proteica e alta digestibilidade proteica. Dessa forma, a mistura de feijao
com arroz, prato mais consumido pela populagdo brasileira, supre as necessidades
de aminoacidos essenciais e tem digestibilidade de 80% (TEBA et al., 2009).

Os carboidratos representam a maior fracdo da composi¢ao centesimal do
feijao, girando em torno de 55% a 65% do grao cru, e sdo constituidos por amido
(45% a 60% do teor de carboidratos). Carboidratos na forma de fibra compreendem
17-23% e sdo compostos, basicamente, por pectina, celulose e hemicelulose
(LAJOLO etal., 1996; SHIGA et al., 2009). O teor e a qualidade dos carboidratos
sdo importantes determinantes da textura e da densidade do caldo. O amido de
feijdo apresenta baixo indice glicémico por ser lentamente digerido, enquanto a
fibra alimentar est4 associada a saude gastrointestinal (GIANLUCA et al., 2015).
As tabelas abaixo fazem referéncia a composi¢ao nutricional do feijao (Tabela 1
e Tabela 2).

Tabela 1. Composi¢ao mineral média de feijao cozido e seco.

Minerais Teor mg/g
Ferro 6,02 -18
Cobre 0,8 -2,74
Zinco 2,5-6,08
Calcio 86 - 207,41

Magnésio 28,1- 239,47

Manganés 1,31 -2,60

Potassio 442 -1542,5

Fosforo 295 - 542

Fonte: Adaptado de RAMIREZ — CARDENAS et al. (2008).
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Tabela 2. Composicdo de alimentos por 100 gramas de parte comestivel:
Centesimal, minerais e vitaminas.
Um Energ Pro Lip Car Fi Ci Ca Mg
(%) (kea) (kJ) (g (@ (@ (g (g (mg (mg)

80,4 76 320 48 05 13,6 85 0,7 27 42

Descricao

Feijao, carioca,
cozido

Feijao,
140 329 1377 200 1,3 61,2 184 35 123 210

carioca, cru

Feijao,
fradinho, 80,0 78 326 51 06 135 7,5 0,8 17 38
cozido

Feijao,
. 12,7 339 1419 20,2 24 61,2 23,6 35 78 178
fradinho, cru

Feijao, jalo,
. 75,8 93 388 6,1 05 165 139 1,0 29 44
cozido

Feijao, jalo,
13,5 328 1372 20,1 09 61,5 303 39 98 170
cru

Feijao, preto,
) 80,2 77 322 45 05 140 84 08 29 40
cozido

Feijao, preto,
149 324 1354 21,3 1,2 588 21,8 3,8 111 188
cru

Feijao, rajado,
) 779 85 354 55 04 153 93 09 29 42
cozido

Feijao, rajado,
150 326 1363 17,3 1,2 629 240 3,7 111 170
cru

Feijao,
. . 82,6 68 284 45 05 11,8 48 0,6 19 43
rosinha, cozido

Feijao,
. 12,0 337 1410 209 1,3 62,2 206 3,6 68 184
rosinha, cru

Feijao, roxo,
. 80,0 77 322 57 05 129 11,5 0,8 23 34
cozido

Feijao, roxo,
12,6 331 1387 222 1,2 600 33,8 4,0 120 162
cru

Um= umidade; Ener=energia; Pro=proteina; Lip=lipidio; Car=carboidrato; Fi=fibras
alimentares; Ci=cinzas; Ca= calcio; Mg=magnésio (NEPA, 2011).
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6. ESTRATEGIAS DE MELHORAMENTO DO FEIJAO COMUM

O género Phaseolus possui cerca de 55 espécies todas diploides (2n=2x=22).
Além do P, vulgaris, sdo também cultivados outras espécies, como exemplo temos
a fava (P. lunatus var. lunatus), mais adaptada ao trépico imido, o feijao Ayocote
(P. coccineus L.), que se adapta a climas médios — frescos e areas umidas, o
feijao tepari (P. acutifolius Gray var. latifolius), adaptado a area quente e secas
(EMBRAPA, 2007). Embora sua comercializacdo ndo seja significativa, essas
espécies apresentam caracteristicas de interesse aos melhoristas, como fonte de
resisténcia a doengas e pragas, tolerancia aos stress bidticos e abidticos, alto teor
de elementos nutricionais, entre outros.

Virios programas de melhoramento de feijoeiro-comum tém buscado
o desenvolvimento de novas cultivares com caracteristicas agrondmicas de
interesse, agregada a qualidade culinaria, nutricional e funcional, corroborando
assim, para a sustentabilidade da cadeia produtiva. Essas exigéncias tornam a
atividade desafiante, porque nio basta o gendtipo ter bom desempenho na maioria
das caracteristicas agrondmicas, com baixa qualidade nutricional. Isso explica
0 quanto ¢ oneroso e demorado o lancamento de uma cultivar que atenda as
necessidades do produtor, consumidor e industria. Mesmo assim, o melhoramento
¢ a ciéncia que gera beneficio social, econdmico e ambiental.

O programa de melhoramento da Embrapa Arroz e Feijao obteve ganhos
significativos entre 1985 e 2006, para feijao do tipo carioca (FARIA et al., 2013).
O ganho estimado para produgio de grios foi de 17,3 kg ha' /ano ou 0,72% ao
ano. Avangos genéticos também foram obtidos na arquitetura da planta (2% ao
ano) e tolerancia ao acamamento (2% ao ano), ou seja, ao longo do processo de
melhoramento as linhagens foram incrementadas com porte ereto o que possibilita
maior tolerancia ao acamamento. Foi observado também, aumento na qualidade
de grao (2,4% ao ano) atendendo o padrdo de mercado, por griaos cor creme, com
listra castanho-claro, fundo claro, sem halos, e sem achatamento.

Visando quantificar os teores de proteina e minerais de linhagens de feijao
pertencentes ao Banco de Germoplasma da Universidade Federal de Lavras e
verificar se existe relagdo entre a cor do grio e o teor de nutrientes, Silva et al.

(2013) observaram variabilidade genética entre os diferentes grupos avaliados
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e, também, entre as linhagens dentro de cada grupo. Em média, as linhagens de
graos pretos se destacaram para os teores de proteina, ferro e zinco. As linhagens
de grdos tipo carioca, destacaram-se para manganés e magnésio. As linhagens
com graos de outras cores apresentaram maior teor de calcio (BURATTO, 2009;
SILVA et al., 2013).

A selegdo assistida por marcadores (SAM) tem sido usada em programas
de melhoramento de feijoeiro desde a década de 1990. As vantagens do uso de
marcadores moleculares para programas de melhoramento de feijoeiro ¢ que
eles sdo virtualmente ilimitados em numero, facil de detectar e ndo afetados
pelo ambiente. Os marcadores moleculares tém sido usados em varias maneiras,
incluindo, estudos da origem e diversidade (GEPTS, 1998; SULZBACHER et al.,
2017), domesticagdo (KOINANGE et al. 1996; BITOCCHI et al., 2017), controle
de resisténcia a importantes doencas (NODARI et al., 1993; MIKLAS et al., 2003;
PERSEGUINI et al., 2016) e identificag@o de individuos (ABDELMIGID, 2012).

Dentre os marcadores os SSR sdao amplamente utilizados para estudo de
diversidade genética podendo diferenciar rapidamente individuos aparentados
devido ao elevado grau de polimorfismo (ELLEGREN, 2004; BLAIR et al., 2012;
MADAKBAS etal., 2016). No entanto, com o advento do sequenciamento de nova
geracdo (NGS), os polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) tornaram-se mais
praticos para a genotipagem e descoberta de marcadores. O uso da tecnologia SNP
pela SAM ¢ muito mais rapido e menos dispendioso do que os antigos sistemas
baseados em gel (HYTEN et al., 2010; CORTES et al., 2011; GORETTI et al.,
2014; ZOU et al., 2014; BASSI et al., 2017; SANDHU et al., 2018)

No Brasil, as principais institui¢des geradoras de cultivares de feijao sdo as
empresas do setor publico como as Embrapas Arroz e Feijao e Clima Temperado,
o Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), o Instituto Agrondmico do Parana
(IAPAR), Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural
(Incaper), Lavras/UFLA e de Vigosa/UFV (VIEIRA et al., 2005; RAMALHO ¢
ABREU, 2015) e a Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Santa Catarina (EPAGRI).
As cultivares desenvolvidas por essas instituigdes contribuiram expressivamente
para o incremento na média nacional da produtividade e qualidade nutricional de

graos do feijdo.
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Capitulo 11

O GENERO Mormodes (ORCHIDACEAE)

Jaqueline Aparecida Gongalves Soares
Nayara Magagnin Borges

Isane Vera Karsburg
1. INTRODUCAO

A familia Orchidaceae é reconhecida no mundo cientifico como uma das
maiores em espécies, aproximadamente 25.000, distribuidas em cerca de 700
géneros (CHASE et al., 2015), sendo encontradas por todas as regides de vegetacao
do globo, predominando nos ambientes tropicos e subtropicos (BARROS, 1990).
Suas espécies podem ser encontradas em quase todos os lugares do planeta (JUDD
et al., 2009).

No Brasil, de acordo com os dados publicados por Barros et al. (2012),
ocorrem aproximadamente 2.443 espécies e 236 géneros distribuidos por todas
as regides do pais, a regido sudeste ¢ a mais representativa com 1566 espécies a
regido menos representativa € a regido centro oeste com 533 espécies (BARROS
etal. 2015).

A familia Orchidaceae, apresenta milhares de hibridos (SUTTLEWORTH
et al.,1997). Destaca-se o seu potencial ornamental pela enorme combinagdo de
cores, tamanhos e fragrancias. Conforme Lima (2012), algumas espécies como
Cyrtopodium cardiochilum podem ter seu extrato usado na fabricag¢@o de cosméticos
e remédios e a Vanilla planifolia é utilizada na alimentacao.

As flores da familia apresentam caracteristicas particulares, tais como, a
fusdo das estruturas reprodutivas (androceu e gineceu), resultando no ginostémio,
a diferencia¢do de uma das pétalas, em labelo graos de pélen, em massulas ou
polinias (KOCH e SILVA, 2012). E apresenta, praticidade adaptativa sendo
capazes de habitar em condig¢des extremas, o que pode ocasionar variagdo nas
formas de vida, podendo ser terrestres vivendo diretamente no solo, rupicolas

vivendo sobre rochas ou rochedos, epifitas vivendo sobre arvores (SHIRAKI e
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DIAZ, 2012), existem também orquideas saxicolas e aquaticas.

Como possuem uma grande variagdo principalmente na forma e coloragdo
das pegas florais, as orquideas “adquiriram” ao longo do tempo algumas relagdes
especificas com determinado grupo de polinizadores, assim garantindo seu sucesso
reprodutivo, ou seja, formacdo de frutos e sementes. Para isso, muitas espécies
apresentam modificagdes na estruturagio dos verticilos florais (COMBADAO,
2008).

A subtribo Catasetinae inclui diversos géneros, sendo Mormodes um dos
mais representativos (DODSON, 1975), apresenta oitenta espécies epifitas, de
amplo apelo comercial oriundas de florestas tropicais quentes e de baixa altitude,
distribuidas da América Central ao Centro-Oeste brasileiro (DRESSLER, 1968).

O género Mormodes foi descrito por Jonh Lindley (1836), como estando
muito proximo ao género Catasetum, porém sdao plantas de menor porte
(DODSON, 1975), apresentando crescimento simpodial, com pseudobulbos bem
desenvolvidos, carnosos, oblongos e anelados, que promovem o armazenamento
de agua em periodos de estiagem (HOEHNE, 1938). Suas folhas apresentam-se
disticas, estreitas, nervuradas (REICHENBACH, 1881).

Segundo Vasquez e Dodson (1998), o género Mormodes possui inflorescéncia
geralmente produzida na parte inferior dos pseudobulbos, suas flores sdo vermelhas,
vinho escuro, rosadas, amareladas ou pintalgadas. A sépala dorsal arqueada sobre
a coluna e as sépalas laterais voltadas para tras, tem pétalas mais largas que
podem ser arqueadas sobre a coluna ou eretas, o labelo ¢ trilobado com 16bulos
fortemente presos na base da coluna que se apresenta sempre torcida para um dos
lados expondo o estigma, a antera contém de duas a quatro polinias (VASQUEZ
¢ DODSON 1998).

2. FAMILIA Orchidaceae E O GENERO Mormodes

A familia Orchidaceae se subdivide em cinco subfamilias: Apostasioideae,
Cypripedioideae, Vanilloideae, Orchidoideae e Epidendroideae (SHIRAKI
e DIAZ, 2012). A subfamilia Epidendroideae inclui a maioria das orquideas
brasileiras tem grande valor ornamental.

Grande parte desta subfamilia ¢ de plantas epifitas, apesar de existirem
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rupicolas e terrestres (SHIRAKI e DIAZ, 2012). Possui sete tribos sendo elas:
Epidendreae, Vandae, Cymdidieae, Malaxideae, Arethuseae, Nervillieae e
Triphoreae, com mais de 10 mil espécies distribuidos em 34 subtribos (CHASE
et al., 2015).

Dentro da tribo Cymdidieae existe a divisdo em subtribos nos quais sdo:
Cymbidiinae, Catasetinae, Cyrtopodiinae, Eriopsidinae, Maxillariinae, Oncidiinae
Stanhopeinae (SHIRAKI e DIAZ, 2012).

A subtribo Catasetinae é composta pelos géneros Catasetum Rich. ex Kunth
com 176 espécies,Clowesia Lindl com 7espécies,Cyanaeorchis Barb. Rodr com 3
espécies, Cycnoches Lindl com 34 espécies, Dressleria Dodson com 11espécies,
Galeandra Lindl com 38 espécies, Grobya Lindl com 5 espécies, Mormodes Lindl
com 80 espécies, sendo um dos mais representativos (CHASE et al., 2015).

Segundo Barros et al. (2015), Mormodes pode ser encontrado no Norte
do Brasil nos estados do Acre, Amazonas, Para, Ronddnia e Roraima. Na
regido Nordeste ¢ encontrado no Maranhdo. No Centro-oeste Mormodes estdo
distribuidas no Distrito Federal, Goias, Mato Grosso do Sul e Mato Grosso. No

Sudeste também sdo encontradas em Minas Gerais e Sdo Paulo (Figura 1).

)
&

Legenda
B Mordeste (Maranhdo)

Al More { Acre, Amazonas, Pard,
Ronddnia, Roraima)

Centro-oeste | Distrito Federal, Goias,
Mato Grosso do Sul, Mato Grosso)

‘ Sudeste { Minas Gerais, Sdo Paulo )

Figura 1. Mapa de distribuicdo do género Mormodes nos estados brasileiros
(Fonte; BARROS et al., 2015)
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O género Mormodes Lindl, foi proposto por Jonh Lindley em 1836. De
acordo com Barros, et al (2015) sdo 24 espécies reconhecidas, e destas 19 sdo

endémicas para o Brasil (Tabela 1).

Tabela 1. Lista de espécies do género Mormodes (Orchidaceae) endémicas do

Brasil

Espécies

Mormodes atropurpurea Lindl

Mormodes aurantiaca Schltr

Mormodes aurea L.C.Menezes & Tadaiesky
Mormodes auriculata F.E.L.Miranda

Mormodes buccinator Lindl

Mormodes carnevaliana Salazar & G.A.Romero
Mormodes castroi Salazar

Mormodes cucumerina Pabst

Mormodes dasilvae Salazar

Mormodes densiflora F.E.L.Miranda

Mormodes elegans F.E.L.Miranda

Mormodes gurupiensis Campacci & J.B.F.Silva
Mormodes hoehnei F.E.L. Miranda & K.G.Lacerda
Mormodes issanensis F.E.L.Miranda & K.G.Lacerda
Mormodes jamanxinensis Campacci & J.B.F.Silva
Mormodes paraensis Salazar & J.B.F.Silva
Mormodes rodriguesiana Salazar

Mormodes rosea Barb. Rodr

Mormodes sinuata Rchb.f. & Warm

Mormodes tapoayensis F.E.L.Miranda & K.G.Lacerda
Mormodes tigrina Barb.Rodr.

Mormodes vernixioidea Pabst

Mormodes vinacea Hoehne

Mormodes warszewiczii Klotzsch
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2.1. Aspectos Reprodutivos

Existem varios trabalhos de revisdo taxondémica para familia Orchidaceae,
mas pouco se sabe sobre as adaptacdes nos orgdos reprodutivos, nas flores,
frutos e sementes. Segundo Aoyama et al. (2006), uma das principais adaptagdes
envolvendo orgaos reprodutivos € a que envolve a dispersdo de sementes, que
influencia ndo apenas na estrutura genética, mas também nos limites de cada
populagdo. A biologia floral consiste no estudo de todas as manifestacdes de vida
da flor e preocupa-se em investigar os fatores envolvidos na reproducdo das plantas
desde a antese até a formacao das sementes (PELISSARO, 2012).

Os fatores morfolégicos influenciam na forma e a estrutura dos vegetais,
desta forma a morfometria das estruturas reprodutivas sdo de grande importancia
para se conhecer os possiveis polinizadores, dessa forma garantir a manutengao da
diversidade da espécie (COSTA et al., 2009). O método de analise morfométrico
de caracteristicas florais tem por funcdo tornar mais objetiva e precisa a coleta de
dados, melhorando a capacidade de caracterizagdo das espécies estudadas. Pouco
se sabe sobre a variabilidade genética de espécies do género Mormodes. Desta
forma métodos morfométricos podem ser usados com sucesso na inferéncia da
variabilidade genética de espécies vegetais (CARDIM et al., 2001).

2.2. Aspectos Vegetativos

Orquidaceae é considerada uma das maiores familias do reino vegetal e
sua diversidade se concentra nas regides tropicais (DELBONE et al.,2012). Para
compreender seus processos adaptativos os estudos de anatomia vegetal tém se
mostrado eficientes para serem utilizados na diferenciacdo de espécies, podendo
ser utilizados como subsidios para a taxonomia utilizados para a diferenciacao dos
géneros (PRIDGEON, 1982).

Adaptacdes vegetativas sdo aquelas que ocorrem em raizes, caules e folhas
(DARRAULT, 2015). As estruturas morfoldgicas e funcionais das espécies epifitas
variam de acordo com as condi¢des do ambiente que as plantas vivem, sendo assim
caracteristicas morfoldgicas, anatomicas e fisiologicas evidenciam o alto grau de

adaptacao da espécie em um ambiente com variadas condigdes de intensidade
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luminosidade e escassez hidrica e nutricional (DELBONE et al., 2012). Dettke
et al. (2008), em estudos com trés espécies do género Maxillaria que apresentam
habito epifito encontraram pseudobulbos com cuticula espessa que além de
acumular 4gua armazenam minerais e carboidratos.

Segundo Dressler (1981), uma das adaptagdes morfologicas das Orquidaceae
ocorre na raiz, em sua maioria sdo aéreas nas epifitas, possuindo a presenca de um
tecido especial chamado de velame, que tem espessura variada dependendo do

habitat em que a planta vive, variando de espécie para espécie.

3. ASPECTOS MORFOLOGICOS DO GENERO MORMODES

3.1. Morfologia de estruturas vegetativas

O género Mormodes apresenta uma estrutura vegetativa comum a todos
os géneros de Catasetinae (VELASCO, 1983). Apresenta-se como planta epifita
com cerca de 70 centimetros de altura, pseudobulbos longos, coberto bainhas com
bases das numeros as folhas (Figura 2),estes estdo agrupados um curto rizoma,
varios entrenos, oblongos, de até 10 cm de comprimento, que sao cobertos bracteas
(SALAZAR, 1999).

As raizes so cilindricas relativamente grossas com 3 a § mm de diametro,
porcao diferenciada coberta completamente por um velame e brotos adventicios
(SALAZAR, 1988).

239



Topicos Especiais em Genética e Melhoramento 11

= 15mm ™

Figura 2. Estruturas vegetativas reprodutivas em Mormodes tuxtlensis.A
pseudobulbo. B raizes. C folhas. D flores. E bractéolas. F inflorescéncia originada
na base do pseudobulbo. Fonte: SALAZAR 1988.

3.2. Morfologia de estruturas reprodutivas

A inflorescéncia se origina geralmente da parte inferior do no6 (Figura 3 F),
situado acima do no, perto da gema (MEISEL et al 2014). Mas, pode originar
dos nés inferiores, do pseudobulbo, geralmente a partir do segundo entrend. O
escapo da inflorescéncia apresenta varias bractéolas (Figura 3 E). Cada flor esta
associada a uma bractéola, a qual protege os primdrdios florais os botdes mais

jovens. Frequentemente, as bracteas florais produzem gotas de néctar na base da
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superficie exterior. O género Mormodes ainda apresenta um acentuado dimorfismo
floral (GERLACH, 2013).

As flores sao muito vistosas de diferentes cores, vermelho, vinho escuro,
laranja, rosa ou amarelo, podendo ter manchas (Figura 3 D). Sdo geralmente
hermafroditas, monomorfas, coluna torcida para um lado para melhor exposigao
do amplo estigma (HOEHNE, 1942).

A morfologia das flores causa confusdo na identificagdo taxondmica
devido ao fato de geralmente serem homogéneas (HOEHNE, 1942). Uma das
particularidades das flores do género estd na modificagdo na simetria bilateral,
como resultado da tor¢do no sentido oposto da coluna do labelo pouco antes da
antese (SALAZAR, 1999).

Pétalas externas arqueadas podem ser recurvadas, achatadas, ovais, sendo
mais larga do que a parte superior (Figura 3B). Sépala interna arqueada sobre
pétalas podendo ser achatados (Figura 3 A, C), ovais, acuminadas (VELASCO,
1983).

A antera se localiza na posi¢do ventral, sendo situada acima do apice da
coluna, consiste de l6culos separados. As anteras sdo removidas com o polen
quando o polinario ¢ disparado (SALAZAR, 1999).

A antera (Figura 3F, G), geralmente, é representada por um “capuz” que
cai no processo de retirada do pdlen. Os graos de polen se apresentam unidos em
polinias (SALAZAR, 1999).

O labelo fica, geralmente, voltado para a face dorsal do ginostémio e é
trilobado (Figura 3D, E), sendo um dos lobos parcialmente estéril, formando o
rostelo, que ¢ uma estrutura mais ou menos membranacea que separa a antera do
estigma e tem fun¢des ligadas a prevencao da autopolinizagdo e ao transporte das
polinias pelos polinizadores (SALAZAR, 1988).

No género Mormodes encontram-se funcionalmente o polinario (Figura
3H, I) na planta do sexo masculino, Rodrigues (2011). Segundo Dressler (1981),
existem dois tipos de polinério, um tipo tem uso funcional, de curta durag¢do no sexo
masculino (estamindide) e as flores possuem uma estreita coluna e um pistiloide.

De acordo com Dressler (1968), as flores do género Mormodes mantém
condigdes para que as abelhas de tamanhos médios a grandes, dos géneros Euglossa

e Eulaema visitem suas flores e com isso, as polinias ficam inseridas na cabega ou
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dorso. Uma das caracteristicas mais peculiares dos géneros Euglossa e Eulaema

sdo a coleta de substéncias aromaticas pelos machos (OLIVEIRA et al., 20006).
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Figura 3. A Sépala dorsal; B Pétala Lateral; C Sépala lateral; D Labelo; E Labelo

articulado; F Coluna vista frontal; G Coluna vista lateral; H Polinario visualizagdo

dorsal; I Polinario visualizagdo lateral. Fonte: Mormodes tuxtlensis; SALAZAR
1988.
4. ASPECTOS CITOGENETICOS

A citogenética ¢ o estudo da genética por meio da citologia, que engloba
todo e qualquer estudo relacionado com o cromossomo, isolado ou em conjunto,
condensado ou distendido, tanto no que diz respeito a sua morfologia, organizagao,

funcdo e replicagdo, quanto a sua variagao e evolugao (BERED, 1999).
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Responsavel pela transmissdo de caracteristicas herdaveis, o material
genético esta presente na sua grande maioria no nucleo da célula e esta disposto
em cromossomos que podem ser visiveis em etapas caracteristicas da mitose e da
meiose (SYBENGA, 1998). As diferengas cromossomicas refletem diferengas na
origem da variagdo genética, ao passo que contestagdes morfoldgicas, fisiologicas
e bioquimicas, refletem diferengas nos produtos de acdo génica, alterados por
influéncias ambientais (CONTERADO, 2004).

O estudo dos cromossomos abrange conhecimentos sobre o numero, nivel
de ploidia morfologia, organizagdo, fungdo e replicagdo bem como sua variagdo
e sua evolugdo quer estejam eles isolados ou em conjunto, condensados ou
distendidos (GUERRA, 1980; 2002; SYBENGA, 1998). A citogenética assume
papel importante para conservagdo e caracterizagdo de espécies, pois por meio
desta, também ¢ possivel enterder o, comportamento cromossdmico na meiose €
na mitose (SYBENGA, 1998). A caracterizacdo citogenética deveria ser encarada
como um pré-requisito e uma atividade basica na caracterizacao das cole¢des de
germoplasma.

Apesar da existéncia de alguns estudos citogenéticos na familia Orchidaceae,
o numero basico de cromossomos ainda € incerto, dificultando tanto a estimativa
do nivel de ploidia, quanto estudos de evolugio cariotipica (FELIX ¢ GUERRA,
2000). Ou mesmo para auxiliar na compreesao nos processos de hibridizacao.

A contagem do nimero de cromossomos tem muitas aplica¢des principalmente
para tracar a evolugdo das espécies, bem como para fazer o melhoramento genético
destas espécies (MONDIN e NETO, 2006), sendo considerada ferramenta de
suporte indispensavel nas etapas de planejamento, coleta, sele¢do de genotipos,
manipulagdo e monitoramento genético além da conservacao do germoplasma.

Natabela 1, é possivel verificar o numero cromossomico de algumas espécies
de Mormodes, nisso se observa que alem da variacdo morfoldgica que ocorre entre
as espécies, ha também a variabilidade cromossdmica.

A citogenética visa o estudo dos cromossomos e seu comportamento durante
as divisdes celulares, morfologia, estrutura e quantidade (FELIX E GUERRA,
2000; FELIX 2001), as analises caridtipos sdo procedimentos importantes na
diferenciag@o e nas caracteristicas fenotipicas. Estudo cromossémico compreende,
todo e qualquer estrutura morfoldgica, associada a organizagao, fungao, replicacao,
variagdo e evolucao dos cromossomos (PENALOZA et al., 2005).
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Tabela 1. Numero de cromossomos em espécies de Mormodes.

Especie Numero de cromossomos  Referencia

M. vinacea 2n=6x =54 Soares, 2015
M. hoehnei 2n=6x =54 Soares, 2015
M. amazonica 2n=4x=36 Soares, 2015
M. paraensis 2n=4x= 36 Soares, 2015
M. elegans 2n=2x=18 Soares, 2015
M. buccinator 2n=54 Salazar, 1999
M. tuxtlensis 2n=54 Salazar, 1999
M. histrio 2n=54 Salazar, 1999
M. luxata 2n=54 Salazar, 1999
M. lineata 2n=54 Salazar, 1999
M. hooken 2n=56 Salazar, 1999
M. warszewiczii. 2n=56 Salazar, 1999

Segundo Jones e Daker (1968), Senghas (1992) e Salazar (1999), foram
realizados estudos citogéneticos com o género Mormodes apresentando
a variacdo de 2n=54 a 2n=56 cromossomos. Desta forma é fundamental
comparar cito geneticamente espécies diferentes, ou examinar a variagao entre
individuos da mesma espécie (AULER e BATTISTIN, 1999).

As mudangas no niimero de cromossomos ocorrem ¢ resultam em um
aumento no grau de ploidia. O aumento da ploidia em orquideas ¢ muitas vezes
acompanhado por um aumento no tamanho das partes da planta; plantas sao
mais robustos e flores tém, geralmente, uma melhor forma, e poderia tornam-se
maiores (CARNIER, 1996)

A poliploidia ¢ o processo evolutivo importante para plantas estd
associado a condi¢do ambiental (FELIX e GUERRA, 2005), pois favorece
a diversificacdo ecoldgica e a ocupacdo de novos ambientes. Segundo Koop,
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(2012) as plantas polipléides sdo mais vigorosas, sugerindo que durante a
domesticacdo plantas poliploides foram preferencialmente selecionadas.

Das espécies descritas pela citogenética, pelo menos 75% tenham
suportado, pelo menos uma vez na sua historia evolutiva, um evento de
duplicag@o de todos os cromossomos, ndo sendo diferente nas Orchidaceae,
no qual se considera que mais de 90% das espécies poliploides (MONDIN e
NETO, 2006). Deste modo, o nimero cromossomico pode trazer subsidios
importantes sobre aproximacdo genética de uma espécie com outras e
juntamente com as demais caracteristicas citologicas (FELIX, 2001).

O cruzamento interspecificos ¢ um fator importante para evolugao
das plantas e a possibilidade alterar o nimero cromossdmico e trazendo
consequéncias para evolugao e caracterizacao das plantas (MONDIN e NETO,
2006). Desta forma poliploida pode suceder dois eventos basicos que sdo a
autopoliploidia e a alopoliplodia. A autopoliploidia consiste na duplicagcdo do
numero de cromossomos pela propria espécie, de modo que uma espécie que
deveria ter duas copias do mesmo cromossomo, um vindo do pai e outro da
mae, passa a ter 4, 5, 6, 7 ou mais copias do mesmo cromossomo. Por isso os

A variabilidade citogenética originada os niveis de ploidia também
pode ser relacionada com a variagdo morfologica e adaptativa entre espécies
deste modo o grau de ploidia varia muito entre espécies do mesmo género,
demonstrando que os dados citogenéticos sdo importantes na revisao
taxonomica (SILVA, 2007).

No Brasil ndo existem trabalhos que trazem informacgdes sobre a
morfologia dos cromossomos do género Mormodes por isso o estudo
citogenético tem importancia ornamental e economica podendo proporcionar
beneficios aplicaveis a curto, médio e longo prazo, visando o melhoramento
genético. A variacdo dentro do genero pode ter implicagdo evolutiva e
taxondmico importante.

Em conclusado as espécies do género Mormodes a uma variagdo entre

2n=18 a 2n=56 cromossomos.
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Capitulo 12

PERSPECTIVAS DE MELHORAMENTO
GENETICO DE Coffea SPP. VOLTADO A
AMPLIACAO DA EFICIENCIA NUTRICIONAL

Cyntia Meiry da Silva Machado
Lindomar de Souza Machado
Fabio Luiz Partelli

Marcelo Curitiba Espindula

Ivoney Gontijo
1. INTRODUCAO

A cultura do café ¢ mundialmente conhecida por ser grande gerador de
riquezas, estima-se que ¢€ a terceira bebida mais consumida no planeta e a segunda
no Brasil. Em 2018, ¢ previsto que o Brasil se mantenha como o maior produtor e
exportador de grios de café do mundo (ICO, 2018), sendo o unico pais a produzir em
larga escala graos das duas principais espécies comercializadas (MARRACCINI et
al.,2012; RODRIGUES et al., 2015). O Brasil ¢ maior produtor mundial de Coffea
arabica e o segundo maior de C. canephora (1CO, 2018).

O parque cafeeiro vem se expandido ao longo dos anos (AMARAL et al.,
2012; PREZOTTI & BRAGANCA, 2013) devido a crescente demanda mundial
pelo produto café. O Brasil ¢ um dos poucos paises do mundo onde apresenta clima
favoravel e com 4reas vastas disponiveis para aumentar o parque cafeeiro e suprir
a demanda mundial (FERNANDES et al., 2012), contudo, o pais apresenta uma
parcela significativa de solos que apresentam baixa fertilidade natural devido aos
processos naturais de intemperizacao.

Os solos tropicais sdo naturalmente pobres em macronutrientes,
apresentam acidez elevada e AI*" disponivel, assim necessitando de corregdo e
suplementacao mineral nos cultivos, o que onera o setor (PEDROSA et al., 2014),
consequentemente, aumentando os custos de produgdo e elevando a necessidade

de conhecimentos que permitam mitigar a situacdo (MARTINS et al., 2015).

251



Topicos Especiais em Genética e Melhoramento 11

O melhoramento genético de plantas podem promover avangos cientificos
relevantes em relagdo a cultura do cafeeiro, principalmente em estudos cujo o foco €
a estabilidade do rendimento, uniformidade de maturacao, tamanho de grao, vigor,
tolerancia ao fungo de ferrugem e produtividade (DALCOMO et al., 2015), assim
como caracteristicas fitotécnicas relacionadas ao crescimento, desenvolvimento,
nutricdo e efici€éncia nutricional (FONSECA et al., 2004; DAMATTA et al.,
2007; FERRAO et al., 2008; BRAGANCA et al., 2010; MARTINS et al., 2015;
MACHADO et al., 2016). Entretanto ainda ¢ necessario elucidar com melhor
clareza processos que expressam as tolerdncias e que governam a eficiéncias
nutricionais na cultura.

Desta forma, torna-se fundamental a identificagdo de gendtipos tolerantes,
eficientes e responsivos aos nutrientes aplicados, permitindo melhor recomendar
cultivares para cada condi¢@o de cultivo. Estima-se que o custo com fertilizantes
com a cultura gire em torno de 30% do custo total da produgdo, além disso as
fontes minerais nao sdo renovaveis, sendo um dificultador para a sustentabilidade
do setor. Portanto, a otimizagdo da eficiéncia nutricional de cultivares de caf€,
reveste-se de grande importancia (MARTINS et al., 2015; MACHADO et al.,
2016; MARTINS et al., 2016).

Na busca da melhoria deste panorama, programas de melhoramento
genético de plantas estdo criando linhas de pesquisas voltadas as condi¢des de
estresse abioticos. Diante dessa nova perspectiva, tem-se buscado estratégias de
identificacdo de plantas tolerantes a baixa disponibilidade do recurso natural e de
plantas com maior eficiéncia no uso.

Diante deste contexto, objetiva-se com este trabalho revisar literaturas que
abordem perspectivas sobre o melhoramento genético de Coffea visando eficiéncia

nutricional, explorando os aspectos morfofisiologicos e as bases genéticas.

2. ASPECTOS MORFOLOGICOS E FISIOLOGICOS ASSOCIADOS
A EFICIENCIA NUTRICIONAL DO CAFEEIRO

Na literatura sfo encontrados diversos trabalhos que discorrem sobre
a nutri¢do mineral do cafeeiro, entretanto, sdo poucos os trabalhos em relagdo

a eficiéncia nutricional desta cultura assim como os aspectos morfologicos e
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fisiologicos relacionados a este. Muitas espécies e cultivares de plantas diferem
quanto suas respostas a disponibilidade de nutrientes no solo, sendo associado as
diferencas de aptidao de absor¢ao, translocagao e de utilizacao dos nutrientes. Esses
fatores estdo ligados as caracteristicas morfologicas da planta, como comprimento,
raio, taxa de crescimento e area superficial de raizes (BARBER, 1980), bem como
a caracteristicas fisiologicas associadas a cinética de absor¢do, a eficiéncia na
translocacdo e metabolizagdo de nutrientes (BARBER, 1995).

A eficiéncia de absorcdo ¢ definida por Swiader et al. (1994) como a
capacidade da planta em adquirir nutrientes do solo em razdo do desenvolvimento
radicular por meio da massa seca de raiz ou pelo comprimento do sistema
radicular. Para um determinado gendétipo, a eficiéncia nutricional ¢ refletida na
habilidade para produzir um alto rendimento em um solo que possui limitagdo de
um ou mais nutrientes minerais em relacdo a um genoétipo padrao (FEUILLET et
al., 2008). As variaveis consideradas nos processos fisiolégicos que abrangem a
eficiéncia nutricional, tais como absor¢ao de um dado nutriente, sua translocagdo
e utilizagdo pela planta, sugerem controle genético da nutricio (SACRAMENTO
& ROSOLEM, 1998).

Existem varios mecanismos e processos na planta que contribuem para o uso
eficiente de nutrientes. Esses mecanismos e processos sdo resumidos por Martins
et al. (2015) e estdo relacionados com as caracteristicas morfologicas desejaveis,
tais como sistema radicular eficiente, alta relagdo entre raizes e parte aérea, sistema
radicular extensivo explorando maior volume de solo, colonizagdo do sistema
radicular por micorrizas e bactérias que fixam o nitrogénio. Os mesmos autores
também chamam a atenc¢do para as caracteristicas fisiologicas desejaveis, tais como
a habilidade do sistema radicular na modificacdo da rizosfera para superar baixos
niveis de nutrientes, maior eficiéncia de absorc¢ao ou de utilizacdo de nutrientes,
capacidade de manter o metabolismo normal com baixo teor de nutrientes nos
tecidos e alta taxa de fotossintese.

A determinag@o de uma planta como sendo eficiente na absor¢ao de nutrientes
esta relacionada a alguns fatores, entre eles: geometria e distribui¢do do sistema
radicular, alteragdes quimicas na rizosfera, presenga de micorrizas, tolerancia a
condi¢des de baixo pH, taxa mais rapida de absor¢do sob condicdes de baixas
concentracdes de nutrientes e entre outros (FAGERIA, 1998; MARTINS et al.
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2015; MACHADO et al., 2016).

Para que uma planta seja considerada eficiente em translocar nutrientes,
deve-se concentrar a maior por¢ao do nutriente na parte aérea quando comparado
com o nutriente total na planta (MARTINS et al. 2015). Neste sentido, Li et al.
(1991) caracterizaram plantas eficientes quando possuem alta capacidade de
translocacdo e de retranslocagdo, pois esta amplamente ligada a capacidade de
absor¢do e movimentagao dos ions através das raizes e, também, a capacidade de
o sistema de absor¢ao liberar os ions para os vasos xilematicos.

A eficiéncia de uso ¢ subdividida em efici€ncia de aquisi¢do, que corresponde
ao total de nutrientes encontrados na planta por unidade de nutriente fornecido, e a
eficiéncia de utilizacdo, que ¢ definida pela relacdo da massa seca total produzida
por unidade de nutriente nas plantas (SWIADER et al., 1994). Em trabalhos
recentes vem sendo mais difundido a eficiéncia na utilizagdo com intuito de relatar
gendtipos com produgdo elevada de massa seca, com investimento minimo de
nutrientes aplicados (MARTINS et al., 2015).

As plantas podem ser agrupadas como “eficientes” e “ineficientes”, e
“responsivas” ou “ndo-responsivas”, quando submetidas a avaliacao de eficiéncia
e resposta através do parametro genético denominado alfa quando se avalia a
conversao dos nutrientes em massa seca (CIAT, 1978; FOX, 1978; AMARAL et
al., 2012; MARTINS et al., 2013b; CHRISTO et al., 2014; MARTINS et al., 2015;
MACHADO et al., 2016).

Diversos programas de melhoramento selecionaram cultivares modernas
em condi¢des de alta disponibilidade de nutrientes, a fim de se obter altas
produtividades (WISSUWA et al., 2009). No entanto, sob estas condi¢des, alguns
genes relacionados a determinacdo das eficiéncias nutricionais podem ter sido
perdidos, uma vez que caracteristicas adaptativas podem representar um custo
energético adicional as plantas.

Algumas pesquisas com café evidenciaram variagdo entre genotipos quanto
a eficiéncia de uso de nutrientes. Reis & Martinez (2002) constataram que a
eficiéncia de absor¢do e translocacdo de fosforo (P) e zinco (Zn) pelo cv. Catuai
(C. arabica) foi maior em relagdo ao Conilon (C. canephora), entretanto o mesmo
ndo aconteceu com a eficiéncia de utilizagdo, o Conilon apresentou maiores

valores. Genotipos de C. arabica (Catuai, Oeiras, H 419, H 514) variaram quanto
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a eficiéncia de absor¢ao e translocacdo de Calcio (Ca), Magnésio (Mg), enxofre (S)
(TOMAZ et al., 2003), Zn, Cobre (Cu) e Manganés (Mn) (TOMAZ et al., 2000).
Em outro estudo, Tomaz et al. (2008) observaram variagao da eficiéncia nutricional
para Potassio (K), Ca e Mg em razdo da combinagdo enxerto / porta-enxerto, e na
maioria das vezes, plantas enxertadas apresentaram menor eficiéncia de absorcao,
translocag¢do e utilizagdo em relacdo ao pé-franco. Em estudo que objetivou avaliar
a eficiéncia de produgdo de raiz e parte aérea por unidade absorvida de N, P, K,
Ca, Mg, S, B, Cu e Zn em quatro cultivares de café arabica, Amaral et al. (2011)
constataram maior eficiéncia na producao de raizes por unidade de N, P, K, Ca, Mg
e S no cultivar ‘Acaid IAC-474-19’ e menor na ‘Rubi MG-1192°.

A eficiéncia de absor¢do dos nutrientes ndo foi afetada pelo porta-enxerto
Apoata TAC 2258, exceto para o K, que teve sua absor¢ao aumentada (FERREIRA
et al., 2010). Neste ensaio, os maiores indices de transloca¢do dos nutrientes, a
excegdo do S, foram observados nas mudas enxertadas e o cultivar Topazio MG
1190 ndo se mostrou apta para a realizagdo da enxertia, por apresentar menor
eficiéncia de uso dos nutrientes quando foi enxertada. Os cultivares Palma II e
Oeiras foram os que apresentaram melhor eficiéncia de uso dos nutrientes quando
enxertadas, mostrando-se passiveis de serem enxertadas.

Os mesmos autores verificaram que os cultivares Palma II, Oeiras, Obata,
Topazio e Paraiso apresentaram os maiores indices de absor¢do de Ca e relatam
que, possivelmente, a diferenga detectada entre as cultivares se deu em fungao
do desenvolvimento do sistema radicular, levando ao melhor desempenho na
absor¢do de ions pelo cultivar Catimor, quando enxertado sobre ‘Mundo Novo’ e
‘Catuai’. O maior indice de absor¢ao de Mg foi encontrado no cultivar Paraiso, que
nao diferiu da Palma II e Oeiras. Tomaz et al. (2003) trabalhando com diferentes
cultivares de C. arabica L. enxertados em C. canephora encontraram redugdes de
até 30% na eficiéncia de absor¢cdo de Mg em relacdo aos de C. arabica L. quando
em pé franco.

A maior eficiéncia de translocagdo de N foi encontrada no cultivar Paraiso,
que nao diferiu das cultivares Catucai 2SL, Oeiras, Obata e Topazio (FERREIRA
etal., 2010). Ainda no mesmo estudo, a cultivar Palma II apresentou o maior indice
de eficiéncia de translocagao de P, embora ndo diferindo das cultivares Catucai

2SL, Oeiras, Topazio e Paraiso, assemelhando-se aos resultados encontrados para
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eficiéncia de absorg¢do de P.

Foram verificados que as mudas enxertadas apresentaram superioridade na
eficiéncia de translocacdo dos macronutrientes, com excecao do S (FERREIRA
et al., 2010). Por meio de cortes anatomicos de caules destes cafeeiros, verificou-
se grande desenvolvimento de parénquima cortical, e, segundo os autores, o
desenvolvimento deste calo pode influenciar negativamente a translocacao de agua
e nutrientes do porta-enxerto para o enxerto, porém, o trabalho nido encontrou
resultados coincidentes, uma vez que as mudas enxertadas se apresentaram igual
ou superiores as mudas de pé-franco quanto a eficiéncia de translocagdo dos
nutrientes.

Com relagdo a micronutrientes, Ferreira et al. (2013), relata reducdo da
eficiéncia de absorcao de B, Fe e Mn, e aumento da transloca¢ao dos nutrientes em
mudas enxertadas. Ja o acimulo de Zn foi maior no Apoata em relagdo ao Mundo
Novo e ao Mundo Novo enxertado sobre Apoata (FAVARIN et al., 2007). Tomaz
et al. (2011) verificaram que a cultivar Catuai foi mais eficiente na producdo de
massa seca e utilizacdo de B e Zn, quando combinado com materiais genéticos de
Conilon ES 26 e ES 23.

A utilizagao de diferentes espécies nas combinacdes de enxerto/porta-enxerto
influenciam tanto na eficiéncia quanto na exigéncia nutricional, sendo vérias as
causas dos diferentes indices de aproveitamento dos nutrientes, estando entre elas
as exigéncias nutricionais varidveis (SIDDIQI & GLASS, 1981).

Plantas que apresentam maior ou menor eficiéncia nutricional podem estar
relacionadas com a demanda de nutrientes em nivel celular, compartimentalizacao,
utilizag@o na parte aérea, no transporte a curta e longa distancia, na afinidade
do sistema de absor¢do, concentracdo minima e nas modificacdes da rizosfera
(TOMAZ et al., 2011).

Numerosos conceitos sobre a eficiéncia nutricional de plantas cultivadas
sdo relatados na literatura, mas pouco se conhece sobre a eficiéncia nutricional
de cafeeiros Coffea canephora ‘Conilon’ e ‘Robusta’ (MARTINS et al., 2013a),
embora alguns estudos ja tenham sido realizados quanto a eficiéncia nutricional
e capacidade responsiva em plantas jovens da cultura (MARTINS et al., 2013c;
MARTINS et al., 2015; MACHADO et al., 2016). Para cafeeiros desta espécie

ainda ¢ necessario elucidar com melhor clareza, os processos que expressam a
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mecanica de tolerancias, principalmente a deficiéncia nutricional (MARTINS et
al., 2016).

O cafeeiro Conilon possui ampla base genética (MONTAGNON et al., 2012)
o que confere a caracteristica de elevada diferenciagdo genética entre individuos da
mesma espécie. Este fato estd atrelado, entre outros aspectos, a sua caracteristica de
reproducdo aldégama, que ao longo do tempo proporcionou inimeros cruzamentos
ao acaso, ampliando sua base genética. Esta ampla variabilidade genética do ponto
de vista do melhoramento vegetal da cultura ¢ um fator de extrema importancia.
Entretanto, para as demais areas de pesquisa em manejo, torna-se promotora de
um frequente desafio, pelo fato de ndo ser possivel sistematizar pontualmente um
manejo para todas as cultivares recomendadas (MARTINS et al., 2016), visto que,
as variedades sdo compostas por um agrupamento de genotipos (BRAGANCA et
al., 2001; FONSECA et al., 2004; RAMALHO et al., 2016).

Estudos com genotipos de diferentes ciclos de maturagdo evidenciaram
exigéncias nutricionais diferenciadas durante o periodo compreendido entre a
antese e a maturacdo (PARTELLI et al., 2014a; MARRE et al., 2015). Nestes
estudos foram constatados maior velocidade de acimulo de massa seca e nutrientes
em frutos dos genotipos precoces, por isso, 0s autores sugerem que 0 manejo
nutricional de cada genotipo siga suas especificidades culminando com diferentes
quantidades e a formas de parcelamentos de fertilizantes durante o periodo de
enchimento dos frutos.

Trabalhos de pesquisas tém evidenciando a diferenciacdo genética entre
gendtipos de C. canephora quanto a diferentes concentragdes de nutrientes em
folha mesmo sendo cultivados em mesmas condi¢des climaticas e de fertilidade
de solo como apresentado por Gomes et al. (2016). Esses resultados ressaltam
claramente as diferencas genéticas existentes, visto que, 0s mecanismos que
controlam a absor¢ao, translocagao e concentragao foliar sdo genéticos, formando
bombas, canais e carreadores.

A eficiéncia nutricional do foésforo leva em consideragdao a absorcao,
translocacdo e assimilacdo desse nutriente. Para o cafeeiro Conilon, foi estudado
sistematicamente em teste que visava promover a interagdo de 13 gendtipos (CV-
01, CV-02, CV-03, CV-04, CV-05, CV-06, CV-07, CV-08, CV-09, CV-10, CV-
11, CV-12 e CV-13) em diferentes niveis de fornecimento de fosforo (0, 50, 100

257



Topicos Especiais em Genética e Melhoramento 11

e 150% de fosforo recomendado para café Conilon) (MARTINS et al., 2013a;
MARTINS et al., 2013b; MARTINS et al., 2013c). Os resultados indicam que
os genoOtipos de Conilon exibem comportamentos significativamente diferentes,
dependendo dos niveis de fornecimento de P,O; no solo. Esse comportamento
destaca a descoberta que as variaveis de crescimento vegetativo (ntimero de folhas,
diametro do caule, altura da planta e area foliar), de massa seca (folhas, caule e
raizes) e eficiéncia de uso de fosforo, aumentam linearmente com o fornecimento
de P,O, no solo (MARTINS et al, 2013a.; MARTINS et al., 2013b).

A eficiéncia de absor¢ao de fosforo na maioria dos genotipos de café Conilon
apresentam ajuste do modelo quadratico. A eficiéncia de absor¢do ¢ maxima
entre 75 ¢ 100% do suprimento de nutrientes no solo. Esse comportamento esta
associado a maior adaptacao as condigdes adversas, entre gendtipos da mesma
espécie, assim como, a capacidade distinta que estes apresentam em alterar a
configuragdo geométrica do sistema radicular, de forma a melhor exploragdo do
solo em busca de nutrientes ou de adquirir os recursos necessarios de maneira mais
eficiente (TIFFNEY & NIKLAS, 1985). Os genotipos apresentaram diferengas
na eficiéncia de translocacdo de fosforo, evidenciando diferencas genéticas no
controle de transporte dgua e nutrientes.

A eficiéncia do uso de fosforo foi aumentada com a linearidade de
fornecimento de P,O, no solo, apresentando-se como comportamento comum na
caracteristica com os genotipos de café Conilon (MARTINS et al., 2013b). Porém,
os resultados mostram que, independentemente do fornecimento de fosforo no
solo, o café conilon tem alta eficiéncia na translocag¢do de fosforo; com cerca
de 75 a 95% do fosforo absorvido sendo translocado as folhas (MARTINS et
al., 2013b). Nos estudos realizados por Martins et al., (2013a), os gen6tipos CV-
02 e CV-13 foram classificados como ndo eficientes e ndo responsivo, por outro
lado, os gendtipos CV-04, CV-05 e CV-08 foram classificados como eficientes e
responsivos ao fornecimento de fosforo no solo.

Martins et al. (2013a) e Tomaz et al. (2013) atribuiram a varia¢do genética,
grande parte do comportamento diferencial dos genotipos de café Conilon em
relacdo ao vigor vegetativo, a nutri¢do e a eficiéncia nutricional. Em outro estudo
analisando evidéncias de tolerancia diferenciada entre gendtipos de Coffea

canephora a baixa disponibilidade de fésforo no solo, Martins et al. (2015),
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verificou que foi possivel realizar a identifica¢@o de tolerancia entre os genotipos.
Para tal, foram utilizadas 14 varidveis, relacionadas ao crescimento vegetativo,
massa seca, acumulo de nutriente e eficiéncia nutricional. Os resultados dos
parametros genéticos indicaram ampla variabilidade genotipica para os genotipos
de café Conilon cultivados em ambientes com baixa disponibilidade de fosforo
no solo. Foi possivel classificar os genotipos de café Conilon 67, 83, 77, 76, 22,
23 e 24 (CV-01, CV-03, CV-04, CV-05, CV-07, CV-08 e CV-09,) como tolerantes
a baixa disponibilidade de fosforo no solo. Nao ha relacdo evidente entre o ciclo
de maturacdo dos frutos e a tolerancia de genotipos de café Conilon a baixa
disponibilidade de fosforo no solo.

Estudos relativos a eficiéncia nutricional do café Conilon em relagdo ao
fornecimento de K, verificou-se que ndo ha evidéncias de que é receptivo ao
fornecimento de potassio em solo, quando jovem. Os gendtipos CV-01, CV-02,
CV-03 e 0 CV-05 apresentaram alta eficiéncia de absorcao e utilizag@o de potassio,
independente de K no solo (MACHADO, dados ndo publicados; apud MARTINS
et al., 2016).

Comparando os cafés da espécie C. canephora, Ramos & Lima (1980)
relataram que sistemas radiculares mais desenvolvidos com maior extensdo e maior
eficiéncia na absor¢do de agua e nutrientes, confere maior resisténcia a fatores
adversos do ambiente. DaMatta et al. (2007), relatam que essas caracteristicas ndo
sdo para todos os tipos de C. canephora, o que explica os distintos comportamentos
verificados.

Em trabalho desenvolvido por Machado et al. (2016), verificou-se que
dentro da cultivar clonal Vitoria — Incaper 8142, constituida de 13 genotipos, ha
diferengas genéticas quanto a eficiéncia da resposta quanto a fertilizagdo com
nitrogénio. Os pesquisadores relataram que os genotipos CV-03, CV-07 e CV-08
foram classificados como nao eficientes e ndo responsivos, os genotipos CV-06,
CV-10, CV-11 e CV-12 como nao eficientes e responsivos, ja os gendtipos CV-02,
CV-05 e CV-13 como eficientes e ndo responsivos. Os gendtipos CV-01, CV-04
e CV-09 foram classificados como eficientes e responsivos ao fornecimento de
nitrogénio no solo. Apesar de ndo ter sido avaliado caracteres fisiologicos como
atividade enzimatica, pode-se inferir, pelas literaturas e pelos trabalhos em outras

culturas, que possivelmente dentro do cultivar “Vitoria Incaper 8142 ha diferentes
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niveis de atuagdo de enzimas envolvidas no processo de absor¢ao, translocacao e
utilizacdo de nitrogénio, entre elas a nitrato redutase (NR) e glutamina sintetase
(GS), que sdo usadas na selecdo de cultivares como proposto por Hirel et al. (2007).

Em outro estudo analisando os genotipos de Conilon de forma simultanea,
agrupando os genétipos quanto a eficiéncia de absorcdo e utilizagdo de N, P e
K, Martins et al. (2016) verificou que os genétipos apresentam eficiéncias para
absorver e utilizar N, P e K. Além disso, foi possivel confirmar que os genotipos de
café Conilon que apresentam ciclo de amadurecimento precoce tém altas eficiéncias
associadas a absor¢do e utilizacdo em ambiente com fornecimento adequado de
N, P e K. Os mesmos autores sugerem o uso dos genotipos 67 ¢ 76 (CV-01 e
CV-04) para otimizagdo do gerenciamento nutricional, sendo recomendados para
plantagdes com baixo potencial tecnoldgico para explorar melhor suas eficiéncias
de absor¢do e uso de N, P e K. J& os genoétipos, 67, 48 e 02 (CV-01, CV-06 ¢
CV-12) seriam recomendados para culturas com alto potencial tecnoldgico, pois,
além da eficiéncia nutricional, apresentam capacidade de resposta, podendo
ser explorados a dupla aptiddo. Para programas de melhoramento, recomenda-
se a exploracdo de genotipos de Conilon 67 e 02 (CV-01 e CV-12), pois estes
apresentam simultaneamente alta absor¢ao e eficiéncia de utilizagdo de N, P e K.

Genotipos de cafeeiro Conilon possuem caracteristicas diferenciadas de
acumulo de massa seca (PREZOTTI & BRAGANCA, 2013; PARTELLI et al.,
2014a; MARRE etal., 2015), eficiéncia e responsividade (MARTINS et al., 2013a;
MARTINS et al., 2013b; MACHADO et al., 2016) mesmo quando adubadas com
doses semelhantes de nutrientes. A variagdo genética ¢ um dos principais fatores
que promovem diferencas em relacao a nutricdo mineral de genotipos de uma
mesma espécie, sendo fator de extrema importancia na investigagcdo de genotipos
com potencial de adaptacdo as condigdes de limitagdo nutricional (MACHADO
etal., 2004; TOMAZ et al., 2011).

Apesar do grande numero de trabalhos que constatam a diferenca entre os
gendtipos quanto a eficiéncia de absorcao e do uso de nutrientes, os mecanismos
de acdo pelo aumento da eficiéncia ainda ndo foram totalmente esclarecidos,

requerendo novos estudos.
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3. BASES GENETICAS DA NUTRICAO MINERAL DE PLANTAS
VOLTADAS AO MELHORAMENTO

A crescente demanda por aumento na produgdo de alimentos requer a
expansdo agricola no mundo, aumentando a produ¢do e produtividade dos
cultivos. Dentro deste contexto, o fornecimento de elevadas doses de nutrientes
contribui, significativamente, para o aumento da produtividade na agricultura.
Entretanto, para tal € necessario a utiliza¢do racional das fontes de recursos ndo
renovaveis. Assim, a otimizagdo da eficiéncia nutricional dos cultivos agricolas
¢ uma op¢ao fundamental, ndo apenas para ampliar a produtividade e diminuir o
custo de produgdo agricola, mas também, para a pratica de uma agricultura mais
sustentavel e menos impactante a natureza (FAGERIA, 1998).

As variagdes na absor¢do, transporte e redistribuicdo de nutrientes sdo
influenciadas pelo controle genético (GABELMAN & GERLOFF, 1983), portanto,
¢ possivel melhorar e, ou, selecionar cultivares mais eficientes quanto ao uso de
nutrientes. A eficiéncia de absor¢do de nutrientes pela raiz e a “preferéncia” por
determinado elemento sdo caracteristicas determinadas geneticamente, sendo as
plantas capazes de absorver estes nutrientes contra um gradiente de concentragao
e acumula-los, especialmente, no vacuolo.

Multiplos fatores genéticos podem proporcionar alteragdes nas concentragoes
dos teores foliares dos nutrientes minerais, indicando que entre cultivares e entre
linhagens existe maior ou menor eficiéncia de absorg¢ao, translocacao ou utilizagdo
de nutrientes pela planta. Uma das formas da planta controlar a taxa de absor¢ao
dos nutrientes seria através do controle de expressao dos genes que codificam seus
carreadores, canais € bombas.

Sdo varios os mecanismos associados as caracteristicas morfologicas e
fisioldgicas da planta que contribuem para maior utilizagdo dos nutrientes, como:
sistema radicular extenso que possibilita a exploragdo de maior volume do solo na
busca de nutrientes e agua principalmente em cultivos sequeiros (PARTELLI et al.,
2014b; COUVRE et al., 2015), alta relacdo entre raizes e parte aérea, habilidade
do sistema radicular em alterar a rizosfera (permitindo suplantar baixos niveis de
nutriente), maior eficiéncia de absor¢ao ou utilizagdo de nutrientes, capacidade

de sustentar o metabolismo normal com baixo teor de nutriente nos tecidos e
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alta taxa fotossintética (MARTINS et al., 2015). As caracteristicas morfoldgicas
e fisiologicas das raizes contribuem decisivamente na eficiéncia de absorcao
e utilizacdo de nutrientes como o fosforo e o potassio, que estdo sujeitos aos
mecanismos de difusdo para serem transportados até as raizes (FURLANI et al.,
1986).

Conhecer a alocagdo de nutrientes minerais ¢ determinante para conhecer
a exigéncia nutricional das plantas, em especial as do cafeeiro (LAVIOLA et al.,
2007), permitindo assim maximizar a eficiéncia das adubagdes.

Em pesquisa avaliando a relagdo do sistema radicular e produtividade do
café ‘Conilon’ de acordo com os métodos de propagado por sementes ou estaquia,
nao observaram diferencas quanto a taxa de assimilag@o fotossintética liquida de
CO,, nem quanto a condutincia estomatica, as concentragdes internas de CO, e
a eficiéncia do uso da agua nas folhas, porém as plantas propagadas por estaquia
foram mais produtivas (PARTELLI et al., 2014b), este resultado pode ter ocorrido
devido as diferengas observadas na arquitetura e numero de raizes secundarias
verificadas, assim favorecendo uma possivel maior absor¢do de nutrientes. Em
estudo desenvolvido com café arabica em diferentes altitudes Laviola et al. (2008)
verificaram variag¢des nas concentragdes de massa seca, N, P e K nos frutos, folhas
e ramos produtivos nos periodos compreendidos entre a antese e a maturacao. A
ordem de acumulo de macronutrientes pelos frutos, em mg por fruto, na época
em que se obteve 0 maximo actimulo foi: K (12,60) > N (9,79) > Ca (1,18) > Mg
(0,78) > S (0,69) > P (0,65).

Arelagdo entre a genética e a nutri¢cdo mineral de plantas tem ganhado maior
aten¢do nos ultimos anos, com o desenvolvimento de pesquisas em relagdo as
variagdes no requerimento nutricional e na tolerancia de plantas a condigdes de
deficiéncia nutricional, e os resultados destes estudos indicam o desenvolvimento
de cultivares capazes de se adaptarem a diferentes condigoes de solo, incluindo
estresses nutricionais (AHMAD et al., 2001).

Pesquisas relacionadas a expressao de genes em cafeeiros que codificam
transportadores ou reguladores de ions em plantas sob condi¢des extremas de
estresse sdo pouco ou quase nada avaliados. Contudo, alguns genes ja foram
identificados e caracterizados em plantas-modelo como Arabidopsis, em que os

genes denominados hak e kea estdo relacionados a transportadores de potassio,
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denominados hak e kea (RODRIGUEZ-NAVARRO & RUBIO, 2006). Informagdes
referentes ao transporte de potassio em raizes de Arabdopsis revelaram que o gene
trh1 € responsével pela translocacdo de K, que é essencial no crescimento de
pelos radiculares (RIGAS et al., 2001). Descobertas recentes no que se refere ao
isolamento e a caracterizacdo de canais e transportadores de nutrientes também
podem criar perspectivas para o melhoramento de plantas especificas, em especial
para condigdes de estresses abidticos nutricionais.

A eficiéncia do uso de nutrientes (EU) ¢ uma caracteristica complexa,
poligénica, muito influenciada pelo ambiente e no qual ha consideravel variagdo
genética nos germoplasmas das principais culturas cultivadas (KANT et al., 2011).
Portanto diversos genes e vias metabolicas estdo associadas a maior ou menor EU.
Dessa forma, uma tinica modificacdo de um constituinte metabdlico, pode nao ser
suficiente para modificar expressivamente em mudangas da EU.

O mapeamento de quantitative trait loci (QTL) permite melhor entendimento
sobre o controle genético e a heranca da EU, indicando possiveis estratégias de
sele¢do. Algumas pesquisas foram desenvolvidas voltadas a identificagdo de
QTL de EU e regides gendmicas que possam estar envolvidas com EU em milho
(GALLAIS & HIREL, 2004), arroz (CHO et al., 2007) e Arabidopsis (LOUDET et
al., 2003) em condigdes de alta e baixa disponibilidade de N no solo. Desses QTL,
varios sao coincidentes para enzimas Glutamina Sintetase (GS) e Nitrato Redutase
(NR) do metabolismo de N e caracteres relacionados a EU, principalmente em
condigdes de baixa disponibilidade de N no solo (HIREL et al., 2007). Entretanto,
até o presente momento, ndo ha relatos na literatura de estudos de mapeamento
de QTL visando a selecao de genotipos de Coffea eficiéncia de uso de nutrientes.

Alguns grupos de pesquisa tém buscado utilizar transformagdes genéticas
em plantas no género Coffea, em especial nas espécies C. arabica e C. canephora,
sejam por meio de Agrobacterium ou por biobalistica, visando obter gendtipos
resistente a insetos, diminuir teor de cafeina, tolerancia a seca e controle de
maturacdo. Entretanto, ndo ha relatos quanto a transformagao visando genétipos
mais eficientes no uso de nutrientes e, portanto, ha uma enorme lacuna cientifica
sobre o assunto a ser preenchida. Contudo, ha alguns trabalhos em outras culturas
de interesse que modificam a expressdo de genes envolvidos na EU, como a

modificagdo do promotor do gene da protease da senescéncia avangada dirigindo
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a expressao da transferase isopentenil de Agrobacterium o que aumenta os niveis
de citocinina em gendtipos de milho e proporciona um fenétipo de Stay green,
retardando a senescéncia e diminuindo a atividade fotossintética e os dias para o
florescimento (ROBSON et al., 2004).

Alguns pesquisadores conseguiram realizar a superexpressdo de uma
isoforma da Glutamina Sintetase em genotipos de milho, o que propiciou o
aumento de produtividade em 30% em relag@o as testemunhas nao transgénicas
(MARTIN et al., 2006), devido ao aumento da eficiéncia do uso do nitrogénio
(EUN). Outros pesquisadores conseguiram aumentar na massa de grao em plantas
de arroz por meio da superexpressdo da NADH-GOGAT (TABUCHI et al., 2007).

Em outro estudo Lam et al. (2003) conseguiram aumentar a concentragao
de N em sementes de Arabidopsis com sintetase asparagina reforcada. Também ha
relatos de aumento de produtividade de graos em condi¢des de baixo suprimento
de N em canola e arroz quando conseguiram a superexpressar a enzima alanina
aminotransferase (BI et al., 2009). Dessa forma, estudos com diversas culturas
demonstram que este ¢ um caminho que pode ser trilhado e com elevada chance
de obtengao de sucesso com a cultura do café.

Deste modo, ¢ imprescindivel que programas de melhoramento genético
utilizem um conjunto de estratégias e métodos de melhoramento visando aumentar
a eficiéncia do uso de nutrientes (EU) em geno6tipos de Cofffea. Mas também é
possivel fazer a selecdo indireta de gendtipos melhorados ou pré-melhorados em
bancos ativos de germoplasmas quando se conhecem parametros que apresentam
alta herdabilidade e controle genético, principalmente do tipo aditivo, que poderdo
ser realizados pelo desempenho individual, ou seja, o desempenho per se das
linhagens ou das populagdes (FRITSCHENETO et al., 2011).

Quando o caracter for de baixa herdabilidade ou apresentar heranca devido
aos genes de efeito ndo aditivos, a selecdo dos genotipos devera ser realizada
com base no desempenho em hibridos. Além disso, ¢ importante ressaltar que, se
houver efeito materno significativo, havera diferencas na escolha de qual sera o
genitor feminino em determinado cruzamento.

Desta forma, deve-se atentar a heranca genética existente na busca de
gendtipos eficientes e responsivos ao uso de recursos naturais, portanto ¢ vital

a adequada genotipagem e fenotipagem em banco ativo de germoplasma para
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sucesso seletivo dos genotipos. A identificagdo e a quantificagdo de correlagdes
genéticas entres os caracteres de eficiéncia nutricional e entre os caracteres
agrondmicos permite programas de melhoramento genético realizar selecdo
indireta para caracteres de baixa herdabilidade e, ou, de dificil avaliacao.

E fundamental a quantificacdo da interacdo do genétipo com os niveis de
disponibilidade do nutriente. Quando significativo, a sele¢do deve ser efetivada
de acordo com o desempenho dos genotipos em apenas um ambiente, pois as
expressoes dos genes ocorrem de forma diferenciada quanto a quantidade e formas,
variando em detrimento da disponibilidade do nutriente no solo.

A eficiéncia de utilizacdo de nutrientes apresenta controle genético,
principalmente dos efeitos aditivos, dessa forma sdo recomendados a utilizagao
de métodos de melhoramento intrapopulacionais de sele¢do recorrente. No
entanto, quando existe efeito de heterose (efeitos ndo aditivos), os métodos
interpopulacionais sdo mais adequados e rapidos para obter cultivares superiores
em EU.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Dentre os desafios para os proximos anos esta o de suprir as crescentes
necessidades da populacdo mundial, elevando a produgao de alimentos em regides
onde ha escassez e, melhorar a utilizagdo de recursos ndo renovaveis, podendo isso
ser realizado por meio do desenvolvimento de uma agricultura altamente produtiva
e sustentavel. A despeito, para que esses objetivos sejam alcancados, € essencial o
desenvolvimento de cultivares mais eficientes nutricionalmente, em especial para
cultura do café, visto que ¢ crescente demanda mundial pelo grao.

A ONU estima que para 2100 a populagdo mundial seja de 14 bilhdes de
habitantes e o Brasil seja responsavel por 40% da produ¢do mundial de alimentos.
Os desafios para a agricultura que ja sdo varios e enormes, exigirao de melhoristas
de plantas, além de dedicac@o, muito conhecimento cientifico a fim de continuarem
contribuindo para solucionar o principal desafio da humanidade, a seguranca

alimentar.
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Capitulo 13

RNA-SEQ: PRINCIPAIS CONCEITOS E
CUIDADOS

Drielli Canal

Paola de Avelar Carpinetti-Oliveira
Camila Miranda Lopes-Ramos
Otavio José Bernardes Brustolini

Marcia Flores da Silva Ferreira
1. INTRODUCAO

Na década de 60 a primeira sequéncia de acido ribonucleico (RNA) decifrada
foi o RNA transportador (tRNA) da alanina, contendo 76 nucleotideos. Cerca
de 12 anos depois, um grupo de pesquisadores propuseram o sequenciamento
do acido desoxirribonucleico (DNA) pelo método de terminagdo de cadeia que
utiliza ddNTPs (didesoxirribonucleosideos trifosfatados), que ndo possuem
o grupo hidroxila (3’-OH). A medida que os ddNTPs vao sendo incorporados
aleatoriamente na cadeia de DNA, a liga¢do fosfodiéster ndo é formada, ¢ a
extensdo da cadeia ¢ interrompida. No mesmo ano, outro grupo de pesquisadores
liderado por Gilbert desenvolveram o método de sequenciamento baseado
no tratamento com substancias quimicas que clivam a molécula de DNA em
nucleotideos especificos. Para ambos os métodos, sdo produzidos fragmentos de
diferentes tamanhos, marcados radioativamente, que sdo separados pelo principio
de eletroforese, possibilitando determinar a ordem das sequéncias de nucleotideos
que compdem os fragmentos da molécula de DNA (SHENDURE et al., 2017).

Com a automagado das metodologias e paralelizacdo dos processos, novas
abordagens foram desenvolvidas a passos acelerados, e uma revolugao das técnicas
se denotou a partir de 2005, com surgimento de tecnologias de Sequenciamento de
Nova Geragdo (NGS), baseadas no sequenciamento de alto desempenho ou High
Throughput Sequencing. Essas metodologias tornaram possivel o sequenciamento

e analises de milhdes de pares de bases em uma unica corrida, com redugdo
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consideravel de quantidade amostral exigida, tempo e custo por base sequenciada.
Com isso, permitiu gerar dados altamente informativos sobre a estrutura e contetido
de genomas, transcriptomas e epigenomas afim de decifrar o cddigo genético de
organismos complexos, incluindo aqueles de interesse econdmico para 0 homem
(SHENDURE et al., 2017).

Algumas técnicas foram desenvolvidas para caracterizar e quantificar
o transcriptoma, com destaque para o método denominado RNA-Seq, que se
aplica a varias plataformas NGS. Dentre as principais aplicagdes da técnica
podemos destacar: identificagdo e quantificagdo da expressdo diferencial de
genes, identificacdo de novos transcritos (RNAs mensageiros e pequenos RNAs),
interpretacdo de elementos funcionais do genoma (regides codificadores, ndo
codificadores de proteinas, sequéncias reguladoras), determinacao de sua estrutura
transcricional (locais de inicio, extremidades 5’ ¢ 3”), detecgdo de polimorfismos
(ex. SNP: Single Nucleotide Polymorphism) e indels (pequenas inser¢des e
delecdes), bem como desvendar padrdes de splicing alternativos ou novas
isoformas (STEGLE et al., 2015; TRAPNELL et al., 2010; WANG et al., 2009;
PICARDI, 2015).

Em eucariotos, o transcriptoma apresenta alto grau de complexidade,
como a existéncia de elementos repetitivos, transposons, duplicagdes génicas
e variacdes nos niveis de ploidia. Além disso, o transcriptoma compreende de
multiplos conjuntos de RNAs que podem variar em dado conjunto celular, estagio
especifico de desenvolvimento ou condicao fisioldgica, sendo que um tinico gene
poder originar multiplos transcritos diferentes (isoformas). Essas propriedades
refletem na plasticidade fenotipica encontrada nos organismos e sua relagdo com a
heterogeneidade ambiental, que para plantas tem impacto significativo na evolugao,
ecologia e agricultura (WANG et al., 2009; ZHOU et al., 2012; TRAPNELL et
al., 2010).

A técnica de RNA-Seq envolve multiplas etapas, tais como isolamento do
RNA, transcricdo reversa, ligagdo de adaptadores, amplificagdo, sequenciamento
e analise de dados. Ajustes apropriados em cada etapa dependem do objetivo
especifico de cada estudo (HAN et al., 2015; MERINO et al., 2016). Este capitulo
discute as principais estratégias que devem ser consideradas em um delineamento

experimental e analises de dados para RNA-Seq, os desafios associados a cada
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etapa e fornece uma visdo geral da aplicagdo dessa abordagem no melhoramento

de plantas.

2. ASPECTOS GERAIS DA TECNOLOGIA DE RNA-SEQ

As moléculas de RNA podem ser diretamente sequenciadas, porém
apresentam natureza instavel e sofrem degradagdo rapidamente fora da célula
(OZSOLAK et al., 2009). No geral, a maioria dos experimentos de RNA-Seq
partem do principio de isolamento de um subconjunto desejado de amostras
de RNA, que s2o convertidos em bibliotecas de DNA complementar (cDNA),
por meio de transcricdo reversa. Em seguida as moléculas sdo fragmentadas
aleatoriamente ou amplificadas em regides de interesse, com posterior ligagado de
adaptadores e sequenciamento (Figura 1) (WANG et al., 2009).

As tecnologias NGS ndo conseguem sequenciar moléculas longas de uma
vez. Portanto, sdo sequenciados fragmentos de sequéncias, conhecidos como
leituras (reads), que variam de tamanho (20 a 20.000 nucleotideos) dependendo
da tecnologia utilizada. Normalmente, quanto maior o tamanho do fragmento
da sequéncia obtido menor a acuracia do sequenciamento. Esse fato pode ser
compensado pela geragdo de milhdes de leituras que abrangem varias vezes um
gene expresso (GOODWIN et al., 2016; MERINO et al., 2016).

Para a identificacdo das sequéncias geradas, podem ser utilizados softwares
que comparam cada sequéncia gerada com sequéncias conhecidas e depositadas
em banco de dados genomicos ou de transcritos, quando o organismo ¢ bem
estudado e possui essa informacao disponivel. Uma outra abordagem se aplica a
montagem de novo, termo originado do latim (do inicio), no qual o transcriptoma
pode ser inferido na auséncia de uma sequéncia genomica de referéncia, o que
tem possibilitado um grande avango para pesquisas em organismos nao modelo
(ZHAO et al., 2011; CONESA et al., 2016). Ao final, os niveis de expressao de
cada gene em determinada amostra podem ser quantificados e, normalmente,
essa contagem baseia-se no numero de sequéncias correspondentes a cada gene,

denominados counts (Figura 1).
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Figura 1. Visualizacdo das etapas gerais e comuns na metodologia RNA-Seq.
RNA total ¢ extraido do material, classes especificas de RNAs podem ser isoladas
usando protocolos especificos. A proxima etapa consiste em conversao para DNA
complementar (cDNA) por transcri¢ao reversa, seguida de ligacdo de adaptadores
as extremidades dos fragmentos, amplificacdo e sequenciamento. As sequéncias
geradas (reads) podem ser alinhadas a um genoma ou transcriptoma de referéncia
ou realizada montagem de novo. De forma simplificada, o nivel de expressao de

cada gene ¢ estimado pela contagem do niimero de sequéncias que alinharam em
cada gene ou transcrito.
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Tabela 1. Principais aplicagdes de RNA-Seq.

Aplicagao Descricao
Sequenciamento de todas as espécies de RNA presentes na
amostra (exceto rRNA que geralmente sdo depletados devido a
Sequenciamento sua abundancia).
total de RNA Reflete a expressao global de transcritos.
(Total RNA Avaliagdo da expressao génica diferencial.
Sequencing) Deteccdo de novos transcritos.

Deteccdo de RNAs precursores (por exemplo; pré-miRNA).
Investigacao de formas alternativas de splicing.

Sequenciamento de
mRNA
(mRNA Sequencing)

Isolamento e sequenciamento de mRNAs maduros (sofreram o
processamento celular, possuem a cauda poli-A e o0 5’-CAP).
Detecgdo de novos mRNAs.

Avaliagdo da expressao génica diferencial.

Investigacdo de formas alternativas de splicing.

Sequenciamento de
RNA direcionado
(Targeted RNA-Seq)

Sequenciamento de um conjunto especifico de genes ou
transcritos.

Andlise de genes e transcritos pouco expressos.

Expressdo especifica de genes em amostras como FFPE
(Formalin-Fixed Paraffin-Embedded).

Avaliagdo da expressao génica diferencial.

Investigacao de formas alternativas de splicing.

Sequenciamento de

Isolamento e sequenciamento de pequenos RNAs.
Avaliagdo da expressao génica diferencial.

Detecgao de novos transcritos.

RNAs pequenos L. . .
Investigacao de formas alternativas de splicing.
(Small RNA N . . . N .
. Compreensao do silenciamento génico e da regulagdo pos-
Sequencing) . .
transcricional da expressdo génica.
Sequenciamento de fragmentos de mRNA protegidos pelo
ribossomo.
. Obtengao de informagdes de mRNAs que estdo sendo ativamente
Perfil Ribossomal ; ) .
traduzidos, em uma célula em um determinado momento.
(Ribosome Profiling)

Identificagdo dos sitios de inicio da tradugdo.
Distribuic¢ao dos ribossomos em um mRNA.
Prevé a abundancia de proteinas.

Avaliagao da expressdo génica diferencial.
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RNA-seq apresenta vantagens em relago a outras técnicas de quantificagdo
de RNA, tais como microarranjo (microarray), qRT-PCR e métodos de
sequenciamento SAGE (Serial Analysis of Gene Expression), CAGE (Cap
Analysis of Gene Expression) e MPSS (Massively Parallel Signature Sequencing).
Por exemplo, ndo depende obrigatoriamente de um conhecimento prévio do
genoma; o custo vem diminuindo enquanto o numero de sequéncias geradas
aumentando; possui alta sensibilidade e reprodutibilidade; capacidade de detectar
ampla faixa de expressao (incluindo niveis muito baixos); apresenta baixas taxas
de erros experimentais; maior facilidade no preparo de amostras, sendo necessarias
pequenas quantidades de amostras de RNA para o sequenciamento (WANG et al.,
2009; CARVALHO; SILVA, 2010).

Dentre as inimeras e crescentes aplicagdes da técnica de RNA-Seq, pode-se
destacar algumasbem estabelecidas e de grande utilidade na tabela 1 e sua breve

descricao.

3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Verificagdes devem ser aplicadas em varias etapas de um experimento para
garantir a reprodutibilidade e a confiabilidade dos resultados (MERINO et al.,
2016; CONESA et al., 2016). A primeira etapa a ser considerada é responder uma
pergunta biologica de interesse. E a partir da pergunta, considerar eficientemente
quais recursos serdo necessarios para responder com confianca e desenhar um
projeto experimental adequado. A figura 2 resume os principais passos que devem

ser considerados em um delineamento experimental de RNA-Seq.
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Materialbiologico

Tamanho amostral

ExtragiodeRNA

Fragmentagéo

Adaptadores

Plataformas

Sequenciamento

Controle de qualidade

Alnhamento

Nommalizagio

Perfil do transcriptoma

Abordagens adicionais

Figura 2. Fluxograma geral de pontos de checagem para analises de RNA-Seq.

3.1. Material biologico

E importante capturar o maximo de informagdes sobre as propriedades das
amostras para posterior analises e interpretacao de dados. Deve-se considerar que
existe especificidade espacial, onde pode existir expressao diferencial entre células

ou tecido especifico e especificidade temporal, de forma que diferentes estagios
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de desenvolvimento e de estimulos externos mostrarao assinaturas de expressao
unica.

Quando se inicia um experimento envolvendo RNA-Seq, a escolha do
material biologico a ser utilizado ndo ¢ trivial, principalmente quando se leva em
consideracdo quais espécies de RNA estdo sob investigacdo, que podem diferir em
tamanho, sequéncia, caracteristicas estruturais e abundancia (HRDLICKOVA et
al., 2017; KUKURBA et al., 2015).

3.2. Tamanho amostral

O tamanho amostral de cada experimento deve ser cuidadosamente
considerado para que os resultados obtidos sejam confiaveis e reprodutiveis. Em
um dado experimento, pode-se observar uma variagao entre as amostras, refletindo
nas diferengas naturais e independentes do experimento (variagdo bioldgica) ou
por artefatos gerados durante a manipulacdo experimental (variacdo técnica)
(AUER; DOERGE, 2010).

Identificar cada uma das duas variagdes e tentar reduzi-las ¢ uma etapa
critica. Uma forma de reduzir o viés obtido pela variagdo técnica € por meio da
utilizacdo de réplicas experimentais, que se comportam de forma similar. Quando
o0 experimento envolve um grande niimero de amostras que serdo processadas em
diferentes plataformas de sequenciamento ou em diferentes lotes, ¢ importante
incluir réplicas técnicas a partir da mesma amostra e processar aleatoriamente, afim
de eliminar fatores desconhecidos que potencialmente podem afetar o resultado
(CONESA et al., 2016).

Para reduzir a variagdo bioldgica devem ser realizadas réplicas biologicas,
que sdo amostras com a mesma caracteristica que definem um grupo de estudo
e sdo a forma mais desejada de repeticdes pois fornecem a variagdo real entre
as amostras biologicas. Quando o objetivo principal do trabalho é determinar
estatisticamente os genes diferencialmente expressos, ¢ recomendado pelo menos
trés repeticdes bioldgicas para cada condicao. Para identificacdo de genes pouco
expressos ou para resultados mais robustos de RNA-Seq sdo indicadas pelo menos
12 repeticdes biologicas (MERINO et al., 2016; CONESA et al.,2016; SCHURCH
et al., 2016).
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Como controle experimental, no inicio da construgdo de bibliotecas podem
ser incluidos spike-ins, que sdo sequéncias controle de RNA com concentragdes
conhecidas e utilizadas nas etapas de analise computacional como padroes de
expressdo, para quantificar a abundancia de transcritos, normalizar os dados e
identificar analises contendo erros (CONESA et al., 2016; KUKURBA et al., 2015;
ENDRULLAT et al., 2016).

3.3. Extraciao de RNA

Torna-se essencial extrair RNA de boa qualidade, intacto, e que representa
o maximo de informacgao biologica. A integridade do RNA afeta diretamente os
resultados do sequenciamento e pode ser mensurada pelo niimero de integridade
do RNA (RIN, do inglés RNA Integrity Number), que varia de 0 a 10 em ordem
crescente de integridade, com valores ideais considerados acima de 6 e ¢ calculado
com base nos picos das subunidades ribossomais 18S e 28S. No entanto, ¢ possivel
realizar experimentos de RNA-Seq com amostras de baixa qualidade de RNA,
como por exemplo material fixado em parafina, mas apresenta algumas restricdes
quanto a analise de dados (KUKURBA et al., 2015).

Outro aspecto relevante na escolha do protocolo de extragdo de RNA,
¢ a remocao de espécies de RNA que ndo sdo alvo do estudo, tais como RNA
ribossomico (rRNA), RNA transportador (tRNA) e RNAs codificadores de
histonas. Visto que o interesse de muitos estudos ¢ interrogar a informacao contida
no RNA mensageiro (mRNA) pois codifica proteinas ou RNAs que participam
de mecanismos de regulagdo, tais como pequenos RNAs (miRNAs, piRNAs,
siRNAs) (CONESA et al., 2016; PICARDI, 2015).

Para mRNA bacteriano e RNAs poli (A-) tais como ncRNAs, snoRNAs,
snRNAs, uma alternativa viavel ¢ a deplegdo ribossomica, ou seja, remogao do
rRNA, mais abundante nas células e de pouco interesse para esses estudos. Para
eucariotos, 0 método mais utilizado envolve protocolos que enriquegam o mRNA
com a selecdo de RNAs que contenham a cauda poli-A (RNAs poli (A+)), tais como
codificadores de proteinas e longos (IncRNAs > 200 nt), que representam somente
1 a 5% do RNA total (CONESA et al., 2016; PICARDI, 2015; HRDLICKOVA
etal., 2017).
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Outro método que remove RNAs abundantes ¢ a realizagdo de desnaturagio
e renaturacdo da dupla fita de cDNA na presenca de nucleases especificas (DSN,
do inglés duplex-specific nuclease), que digerem preferencialmente RNAs mais
abundantes, que reanelam na dupla fita mais rapidamente do que menos abundantes.
No entanto, essa abordagem dificulta algumas andalises para amostras com pouca
quantidade ou baixa qualidade de RNA (KUKURBA et al., 2015; HRDLICKOVA
etal., 2017).

Novas abordagens também estdo sendo desenvolvidas para enriquecer
seletivamente regioes de interesse do transcriptoma, tais como a captura com base
em hibridizacdo, que utiliza um conjunto RNAs com sequéncias complementares
aos genes de interesse. Também podem ser ligados oligonucleotideos amplificados
durante a transcri¢do reversa, sendo vantajosos para amostras parcialmente
degradadas ou em pouca quantidade. Entretanto podem selecionar regides
que ndo apresentam interesse (off-target) devido anelamentos inespecificos,
e sdo dependentes de desenvolvimento especifico para espécies estudadas
(HRDLICKOVA et al., 2017; KUKURBA et al., 2015).

Para o estudo de pequenos RNAs, pode ser realizada a selecdo de RNAs por
meio de eletroforese em gel, onde € realizada uma corrida do RNA total extraido,
corta-se a regido com tamanho de interesse (14-30 nucleotideos), e realiza-se a
purificacdo. Podem também ser isolados por imunoprecipitacdo com anticorpos
especificos para proteinas associadas a essas classes de RNA (HAFNER et al.,
2008).

3.4. Fragmentacio do RNA

A maioria das plataformas de NGS apresentam limitagcdes quanto ao
tamanho do fragmento que sdo capazes de sequenciar. Portanto, devem ser
gerados fragmentos curtos antes do sequenciamento. A fragmentacdo pode ser
feita diretamente no RNA ou no cDNA. Os RNAs podem ser fragmentados com
solugdes alcalinas, cations divalentes (Mg?*, Zn?") ou enzimas (RNase III), que
clivam em sitios randomicos. Ja as moléculas de cDNA podem ser fragmentadas
por meio de Dnases pelo método baseado em transposons (HRDLICKOVA et al.,
2017; BORODINA et al., 2011).
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A vantagem de se fragmentar o RNA antes da constru¢do da biblioteca
permite que as sequéncias tenham uma distribui¢do uniforme ao longo do
transcriptoma. Enquanto que na fragmenta¢do do cDNA, estruturas secundarias
de RNA se formam anterior a sua sintese ocasionando distor¢do e uma distribui¢ao
nao uniforme de sequéncias ao longo do transcritpoma. Além disso, a fragmentagao
do cDNA ¢ muito mais lenta e necessita de enzimas especificas (BORODINA et
al., 2011).

3.5. Adaptadores

Aligagdo de adaptadores ¢ uma etapa importante da construgao das bibliotecas
pois permitem a ligagdo de oligonucleotideos iniciadores (primers) para realizar a
amplificacdo dos fragmentos, pelo método da Polimerase em Cadeia (Polymerase
Chain Reaction — PCR) e também permitem iniciar a reagdo de sequenciamento.
Os adaptadores também podem ser utilizados para obter informagdes da direg@o
que os transcritos se encontram no genoma.

Como alguns genes podem estar parcialmente ou completamente sobrepostos
na mesma fita do DNA ou em fitas opostas, conhecer a polaridade do RNA ¢
importante para identificar RNAs em ambas as fitas (senso e anti-senso), bem
como seu tamanho exato. A identificacdo da direcionalidade das fitas também
auxilia na montagem de transcriptoma de novo e detec¢ao de polimorfismos como
SNPs (BORODINA et al., 2011; MARTIN et al., 2013).

A direcionalidade das fitas pode ser detectada pela metodologia de adigdo
de nucleotideos UTP (deoxy-UTP) apods a sintese da segunda cadeia de cDNA,
e posterior remogdo dessa fita por digestdo enzimatica. E possivel também
identificar a polaridade das fitas pelo método de Pedegrine, que consiste na
ligagdo de oligonucleotideos iniciadores ao fragmento, extensao das fitas de cDNA
pela transcriptase reversa e incorporagdo de adaptadores (como barcodes) as
extremidades do cDNA. E também outro método baseado na separagao temporaria
da dupla-fita de DNA (breathing) para introduzir a sequéncia de adaptador
(método BrADSeq) (HRDLICKOVA et al., 2017). Levin e colaboradores (2010)
compararam sete métodos de construcao de bibliotecas, avaliando a polaridade e

especificidade das cadeias e no geral, o método dUTP foi o mais preciso e tem a
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vantagem de ser compativel com o sequenciamento paired-end.

Apds a obtencdo das bibliotecas, o sequenciamento pode ser realizado para
apenas uma extremidade dos fragmentos (do inglés single-end) ou sao sequenciadas
as duas extremidades dos fragmentos (do inglés paired-end). O sequenciamento
single-end € mais barato e geralmente suficiente para estudos de niveis de expressao
genética em organismos bem anotados, com genoma de referéncia, enquanto que o
sequenciamento paired-end facilita a deteccdo de splicing alternativo, transcritos
quiméricos, rearranjos gendmicos, elementos de sequéncias repetidas e fusdo de
genes (ILLUMINA, 2016).

3.6. Preparo de bibliotecas

Existem diferentes protocolos para preparo da biblioteca de RNA-Seq, e
sua escolha pode afetar a capacidade de detecgdo das leituras, além de fornecer
diferentes visdes para analises de dados. Por exemplo, o método TruSeq ®
({llumina) é o mais utilizado, onde a etapa de fragmentagdo do mRNA acontece
por meio de quebra idnica. A etapa de amplificacdo acontece no preparo da
biblioteca, portanto as duplicatas de PCR podem ser identificadas pela posicao de
mapeamento. Enquanto o protocolo Smart-Seq ® (///lumina), mais utilizado para
menor quantidade amostral, o mRNA sofre transcri¢do reversa, e amplificacao,
sendo o cDNA fragmentado. Portanto duplicatas de PCR que surgem durante a
etapa de pré-amplificacdo podem ndo ser identificadas pela posi¢do no mapeamento.
O método UMI-Seq (unique molecular identifiers) utiliza tags (etiquetas) como
barcodes, para detectar e quantificar transcritos. Apresenta como vantagem
identificacdo de transcritos com baixa frequéncia de amplificacdo, transcritos
unicos, e foi otimizado para baixas quantidades amostrais, com custos reduzidos
(PAREKH et al., 2016).

3.7. Plataformas de sequenciamento

Intimeras plataformas de Sequenciamento de Nova Geragao estdo disponiveis
e em desenvolvimento, afetando diretamente as analises e interpretacao de dados

(Tabela 2). Podem ser categorizadas como segunda geracgao de sequenciadores, 454
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(Roche Applied Science), SOLiID (Applied Biosystems) e [llumina que detectam as
bases marcadas com sinais secundarios, fluor6foros ou cdmeras. Terceira geracao,
que apresentam métodos de deteccdo com alteracdo do pH do meio (lon Torrent
PGM) e sequenciamento de uma unica molécula em tempo real (single molecule
real time — SMRT) (Pacific Biosciencese). Considerada como quarta geragao,
a nova abordagem da Oxford Nanopore Technologies baseada na passagem de
ions gerando uma corrente elétrica, proporcionando um sinal elétrico necessario
para distin¢do de cada base, cuja abordagem ¢ livre de amplificag@o, detectando
diretamente a composi¢cdo do DNA (VENKATESAN; BASHIR, 2011; QUAIL et
al., 2012; GOODWIN et al., 2016; MUNROE; HARRIS, 2010).

A decisdo de utilizagdo das plataformas de sequenciamento dependera
também do tamanho transcriptoma, de sua complexidade (contetido de G + C),
profundidade, cobertura, recursos disponiveis, e do tipo de aplicagdes em questao.
Plataformas de sequenciamento também variam no tamanho da leitura fornecida.
Leituras curtas (short-reads) necessitam de uma maior cobertura, possuem custo
e taxas de erros mais baixos do que leituras longas (long-reads), que sdo mais
informativas e permitem uma montagem menos ambigua do transcriptoma. A
combinacdo de ambas as estratégias de tamanho de leitura ¢ aconselhavel para
montagens de novo e para identificar isoformas (CONESA et al., 2016; GOODWIN
et al., 2016; HRDLICKOVA et al., 2017).

Tabela 2. Especificacdes técnicas de plataformas de Sequenciamento de Nova
Geragao.

Custo Gb Taxa de Tamanho
US$ erro (%) reads (bp)

454 Pirosequenciamento 35 Mb — 700 Mb  9.000-40.000 1 400-1.000

Plataforma Principio Quimico Rendimento

Ligacao e codificagdo

SOLiD 80 Gb - 320 Gb 70-130 <0.1 50-75
de duas bases

Hlumina ~ OCAUeCiAMENto POT S5 900 Gb  7-1.000 <1 25-250
sintese

Ion Torrent Deteccgdo de proton 60 Mb — 15 Gb 25-3.500 1 200400

Lei
PacBio cituras detectadas 50\ g 1.000 13 820Kb
em tempo real

Nanopore  Corrente elétrica >4 Tb 750 12 >200 Kb
Fonte: Adaptado de GOODWIN et al., 2016.
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3.8. Profundidade de Sequenciamento

A profundidade de sequenciamento (depth) corresponde ao ntimero médio
de vezes que um determinado nucleotideo ¢ representado em uma cole¢do de
sequéncias. A profundidade desejada varia de acordo com os objetivos de
cada experimento e a natureza das amostras de RNA. Amostras sequenciadas
com maiores profundidades implicam em maior detec¢do de transcritos ¢ sua
quantificacdo sera mais precisa. Além disso, o tamanho ideal da biblioteca depende
da complexidade do transcriptoma designado (CONESA et al., 2016; PICARDI,
2015; SIMS et al., 2014).

Alguns autores argumentam que para identificar expressdo diferencial de
genes conhecidos, uma menor profundidade é exigida. Valores ideais variam
entre 5 e 40 milhdes de sequéncias. Outros autores recomendam que € necessario
sequenciar até 500 milhdes de sequéncias para quantificar precisamente genes e
transcritos com baixos niveis de expressao, splicing alternativo, fusdo de genes e
descoberta de novos transcritos. Entretanto o aumento em excesso da profundidade,
a partir de determinado momento passa a fornecer rendimentos decrescentes para
amostras pouco complexas, resultando na detecc¢ao de ruido e transcritos que ndo
sdo objetivo da pesquisa (off-target), com melhoria minima na qualidade de dados.
Uma abordagem utilizada para indicar a profundidade de sequenciamento ideal
para um determinado conjunto de dados ¢ o teste de saturagao (LI et al., 2015;
SMITH et al., 2010; CONESA et al., 2016; PICARDI, 2015; FU et al., 2014).

3.9. Cobertura

A cobertura (coverage) tedrica ou esperada dos genes é designada pelo
nimero de vezes que se espera que cada nucleotideo seja sequenciado, dado um
numero de leituras de determinado comprimento e a suposi¢do de que estejam
distribuidas de maneira uniforme ao longo do genoma. Portanto esse termo descreve
a densidade geral de sequéncias em relagdo as regides de transcritos. Teoricamente,
cada base deveria ter a mesma chance de ser sequenciada e consequentemente
coberturas semelhantes. No entanto, os perfis de densidade de sequéncias geradas

podem ser afetados pelo protocolo de preparo da biblioteca, amplificagdo por PCR,
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degradagdo de RNA e complexidade do genoma. O perfil de cobertura é uma
forma de verificacdo da uniformidade do experimento, onde deve ser realizada
normalizagdo de todos os genes na mesma escala e calculo da cobertura para cada
posicdo (LI et al., 2015; SIMS et al., 2014).

3.10. Controle de qualidade

Apds o sequenciamento, os dados podem ser entregues em diferentes
formatos, e o mais comum ¢ o FASTQ, que contém valores de qualidade
associados a cada base (Phred score). Inicialmente, € feito o controle de qualidade
das sequéncias geradas e os dados podem ser tratados para aumentar a qualidade
e confiabilidade das analises posteriores. As principais etapas sdo: remocao de
sequéncias que contém bases com baixa qualidade, incluindo as extremidades 5’
e 3’ das sequéncias que geralmente apresentam maior taxa de erro proveniente do
sequenciamento; remogao de bases referentes a sequéncia de adaptadores usados
na constru¢do da biblioteca; remog¢do de sequéncias duplicadas derivadas da
etapa de amplificacdo ou outros contaminantes. Dentre as ferramentas disponiveis
publicamente, o FastQC e NGSQC podem ser utilizados para analises de qualidade
das sequéncias e programas como FASTX-Toolkit e Trimmomatic para trimagem
de dados. Outros parametros que indicam a qualidade das sequéncias geradas sdo: a
porcentagem de sequéncias mapeadas no genoma ou transcriptoma, a distribui¢ao
das sequéncias obtidas nos cromossomos e conteido GC (CONESA et al., 2016;
HAN et al., 2015; KUKURBA et al., 2015; ENDRULLAT et al., 2016).

3.11. Alinhamento

Uma vez que os dados sejam pré-processados, a proxima etapa € o
alinhamento das leituras ao genoma de referéncia ou transcriptoma quando se
tem informacao disponivel. O genoma referéncia pode ser obtido de bancos como
o Ensembl, UCSC e NCBI. Existem varios parametros que podem ser definidos
para o processo de alinhamento, incluindo: o nimero de diferengas permitidas
entre a referéncia e a sequéncia de interesse, o numero de diferencas permitidas

na semente ou seed (regido da sequéncia utilizada para iniciar o alinhamento), o
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nimero permitido e a penalidade para intervalos dentro de uma sequéncia que
nao correspondem a referéncia (do inglé€s gaps). Exemplos de programas mais
utilizados para essa estratégia de montagem com base em referéncia sao Cufflinks
e Scripture (MARTIN; WANG, 2011; GARBER et al., 2011).

Quando ¢ realizado o sequenciamento de um organismo que ndo possui um
genoma referéncia, € realizada a montagem de novo do transcriptoma. Em linhas
gerais, os programas de montagem buscam por sobreposi¢des entre as sequéncias
para ordend-las até produzir uma sequéncia continua, denominada de contig.
Esses montadores usam como estratégia principal as metodologias de grafo de
De Bruijn (Caminho Euleriano) ou grafos consensos de sobreposi¢des (caminho
Hamiltoniano). Alguns montadores sao Trinity, Oases, Rnnotator, Multiple-k and
Trans-ABySS e IDBA-Tran, Cufflinks (MARTIN; WANG, 2011; GARBER et
al., 2011).

3.12. Quantificacio de niveis de transcritos

O numero de leituras que sdo mapeadas em um gene de interesse ou transcrito
¢ designado como nivel de expressdo génica para determinada amostra. Sao usados
diferentes modelos probabilisticos discretos para a contagem das sequéncias e para
explicar a dispersdo dos dados, tais como distribui¢do de Poisson e distribuigdo
binomial negativa. Entretanto, estudos indicam que a variabilidade bioldgica ndao
¢ totalmente capturada pela distribui¢do de Poisson, devido a grande dispersao dos
dados (overdispersion), resultando em altas taxas de falsos positivos, sendo mais
indicados para explicar os dados os modelos baseados na distribuicdo binomial
negativa, pois consideram a super dispersdo dos dados e réplicas biologicas
(KUKURBA et al., 2015; CONESA et al., 2016).

Geralmente os arquivos de quantificacdo estdo em formato GTF (do inglés
gene transfer format) ou GFF (do inglés General Feature Format) e que contém
informagio das estruturas génicas. E possivel identificar a abundancia de transcritos
com ferramentas como samtools tview, IGV, Trinity, DESeq2, edgeR, BaySeq,
NOISeq, SAMseq, Cufflinks sendo este ultimo também podem ser utilizados na
deteccdo de isoformas (LI et al., 2009; JAMES et al., 2011; HAN et al., 2015).
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3.13. Normalizacao

Para comparar a expressao génica entre amostras € necessario normalizar os
dados para que todas as amostras estejam na mesma escala e sejam comparaveis.
Por exemplo, amostras com transcritos maiores, geram um maior nimero de
contagem de sequéncias, o que pode levar a um viés técnico e a falsa conclusao
de que esse gene é mais expresso. Portanto, durante a normaliza¢do considera-se
a profundidade de sequenciamento de cada amostra ou o nimero de sequéncias
geradas que foram mapeadas no genoma referéncia (ROBINSON; OSHLACK,
2010).

Pode ser gerado um valor correspondente ao numero de sequéncias por
milhdo (CPM, do inglés counts per million), dividindo-se o numero de sequéncias
de um determinado gene pelo nimero total de sequéncias mapeadas para a amostra
correspondente, e multiplicado por milhdo. Pode ser gerado um valor de RPKM
(Reads Per Kilobase Million), onde o nimero de sequéncias ¢ dividido pelo
comprimento do gene e depois dividido pelo nimero de sequéncias mapeadas por
um milhdo de sequéncias geradas. E semelhante o método FPKM (Fragments Per
Kilobase Million) que considera o sequenciamento paired-end onde as sequéncias
provenientes de um mesmo par sdo contadas como um fragmento (CONESA et
al., 2016).

A contagem de transcritos nao depende apenas do numero total de sequéncias
geradas e do comprimento do gene, mas também da composi¢do da populagdo de
RNA que esta sendo amostrada. Como por exemplo, valores extremos de expressao
de genes unicamente ou altamente expressos em uma condi¢do experimental,
caso nao ajustados, for¢am os valores da contagem para os genes remanescentes
serem diminuidos e podem for¢ar os dados da analise de expressdo diferencial
serem inclinados para uma condicdo experimental. Exemplos de métodos de
normalizagdo que consideram o niimero total de sequéncias geradas, bem como
a composic¢do de diferentes populagdes de RNAs sdo o DESeq e TMM (EdgeR)
(ROBINSON; OSHLACK, 2010).
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3.14. Expressao diferencial

Uma das possiveis utilizagdes de experimentos de RNA-Seq ¢ na identificag@o
de genes e/ou transcritos diferencialmente expressos entre condi¢des, por exemplo
diferentes estadios de desenvolvimento, estimulos experimentais ou condi¢des
fisiologicas. A abundancia de sequéncias mapeadas por gene, exon ou transcrito,
bem como suas isoformas ¢ comparada entre diferentes amostras (HAN et al.,
2015).

Uma vez que a contagem das leituras provenientes de RNA-Seq sdo nimeros
inteiros que variam de zero a milhdes e sdo altamente enviesados, muitos algoritmos
de transformagdo foram aplicados as sequéncias para que os nimeros possam
ser ajustados a modelos de distribuicdo estatistica para detec¢do de expressdo
diferencial.

E importante aplicar um teste estatistico para identificar os genes (ou
transcritos) que se diferem, e, portanto, apresentam significancia estatistica. Sao
geralmente baseados em valores p (p-values) gerados por um modelo estatistico.

Dentro os algoritmos desenvolvidos, dois muito utilizados sdo EdgeR e
DESeq2, os quais sdo capazes de inferir a expressao diferencial considerando a
distribui¢do binomial negativa dos dados e modelam a relagdo média-variancia
entre os grupos. Outros exemplos de algoritmos sdo baySeq, Cuffdiff, DEGSeq,
EBSeq, voom, NOISeq, PoissonSeq, RSEM e SAMSeq (SCHURCH et al., 2016;
LIN et al., 2016; KUKURBA et al., 2015).

4. APLICACOES NO MELHORAMENTO DE PLANTAS

A primeira sequéncia gendmica de uma planta disponibilizada, a Arabidopsis
thaliana (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000), repercutiu com a explosdo
de informagao proveniente do sequenciamento. O transcriptoma comegou a ser
explorado em diferentes escalas, mas somente a partir de 2007 os primeiros
estudos envolvendo RNA-Seq comecaram a ser aplicados (WEBER et al., 2015).

A complexidade do transcriptoma reflete na dindmica da expressdo génica
associada a diferentes fases de desenvolvimento ou tecidos de iniimeras espécies

de plantas (plasticidade espacial e temporal), e a ferramenta RNA-Seq tém
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possibilitado descobrir genes e enzimas com efeito em caracteristicas de interesse
econdmico ou envolvidos na biossintese de metabolitos especializados, onde suas
propriedades podem ser exploradas para aplicagdes biotecnologicas, medicinais e
industriais. Também tem possibilitado responder questdes de evolucao, reprodugio
e poliploidia (MARTIN et al., 2013; ZENONI et al., 2010; ILUT et al., 2012;
WEBER et al., 2015; HAO et al., 2012; XIAO et al., 2013; VLK; REPKOVA,
2017).

Para o melhoramento de plantas, a descoberta de novos transcritos assim
como a quantificacdo destes permite esclarecer mecanismos moleculares em
resposta a estresses abidticos, tais como déficit hidrico, e interpretar as respostas a
estresses bidticos, como infecg¢@o por patdogenos e as vias metabolicas associadas
aos mecanismos de defesa (VLK; REPKOVA, 2017; MARTIN et al., 2013).

Analises de RNA-Seq permitem identificar novas classes de RNAs, mensurar
niveis de transcritos expressos em niveis baixos ou especificos de um tipo celular,
orgao ou tecido expandindo o alcance das pesquisas bioldgicas. Estudos detectaram
pequenos RNAs com expressdo diferencial, participando de mecanismos
regulatdrios pds-transcricionais e associados a modificagdes epigendmicas em
plantas (MARTIN etl al., 2011; MARTIN et al., 2013; CARVALHO; SILVA,
2010).

O RNA-Seq pode ser empregado na identificagcdo de polimorfismos tinicos
(SNPs) em regides transcritas e para o melhoramento genético representa uma
vantagem na exploracdo da variagdo das caracteristicas agronomicas de interesse
e a variag@o genética, relacionada a cultivares ou espécies proximas, contribuindo
para o desenvolvimento de marcadores moleculares e podendo ser empregados
como ferramentas em programas de sele¢do assistida (MARTIN el al., 2013;
CARDOSO-SILVA et al., 2014).

A utilizagdo de tecnologias NGS tem possibilitado examinar transcriptomas
mitocondriais e cloroplastos, capaz de fornecer informagdes globais sobre o
nivel de transcricdo e eventos de maturacdo de RNA. Auxilia na compreensao,
por exemplo, da associagdo de ORFs com a Macho Esterilidade Citoplasmatica
(CMS) e pode resultar em vantagens significativas na logistica de campos de
produgao, redugao dos custos e aumento na qualidade da semente obtida (STONE;
STORCHOVA, 2015).
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Avangos continuos nas tecnologias de sequenciamento, paralelo a otimizago
das ferramentas computacionais tem permitido caracterizar completamente o
transcriptoma de diversas plantas, principalmente para espécies ndo modelo,
expandindo fronteiras da biologia vegetal, tanto em nivel micro (célula) quanto em
nivel macro (planta), unindo os campos da genomica, transcriptomica, protedmica
e metabolomica em um novo paradigma da biologia de sistemas (MARTIN, et al.,
2013; MCGETTIGAN, 2013).

Neste capitulo foram propostos pontos chaves de checagem no delineamento
experimental e analise de dados, onde se deve prestar atencao nas diferentes

escolhas e possibilidades para sucesso do estudo.
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Capitulo 14

SELECAO DE ARVORES MATRIZES NATIVAS VS
VARIABILIDADE GENETICA

Marcos Vinicius Winckler Caldeira
Adelson Lemes da Silva Janior
Karla Daniele Aratjo da Silva

Fabio Demolinari de Miranda
1. INTRODUCAO

A fragmentagao florestal e a perda de habitat estdo entre as principais ameacas
para a conservacao da biodiversidade. Este tem sido um problema enfrentado
por todo o mundo devido a intensificagdo do desmatamento, gerando a extin¢ao
e por vezes perda de espécies e at¢ mesmo de ecossistemas inteiros (GANEM,
2011). Atualmente, no Brasil a fragmentagdo de habitats afeta todos os biomas,
no entanto, pode-se destacar a Floresta Atlantica como sendo o bioma com maior
impacto frente a esta problematica, tendo sua area original reduzida para apenas
12,4%, distribuida em fragmentos (SOS MATA ATLANTICA & INSTITUTO
NACIONAL DE PESQUISAS ESPACIAIS, 2017).

Como resultado das varias atividades antropicas, a fragmentacdo promove
o isolamento espacial dos individuos e suas populacdes, estando a partir deste
momento sujeitos ao aumento de autofecundagdes e cruzamentos correlacionados,
alterando a dinamica do fluxo génico e at¢ mesmo da deriva genética, podendo
ocasionar em perda da diversidade genética (CALEGARI et al., 2010). Tais
impactos ambientais tém despertado o interesse pelo desenvolvimento de
estratégias e tecnologias que visem o manejo e a preservacao do meio ambiente
(LELES et al., 2006; GANEM, 2011).

Neste sentido, diversas pesquisas t€ém sido direcionadas aos estudos de
ampliacdo da base florestal a partir da criag@o de areas de preservagao permanente
(APPs), recuperagdo e restauragdo de areas degradadas e ampliagdo dos plantios
florestais (ALMEIDA, 2016; CORREIA et al., 2016; KLIPPEL et al., 2015).
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Outras pesquisas realizadas buscam por espécies de interesse econdmico e
ecologico, a fim de utiliza-las como fonte de renda para o pais e diminuir as taxas
de desmatamento, proporcionando a manutencao das espécies (BORGES et al.,
2014; MANGARAVITE et al., 2016). Sobre as técnicas de manejo utilizadas,
pode-se envolver dentre outras atividades, a selecao de arvores matrizes e a criacao
de pomares de sementes (RODRIGUES et al., 2009). Estudos que apresentam
orientagdes quanto a sele¢do de matrizes, estabelecimento de pomares de sementes,
origem, procedéncia, nimero de matrizes, numero de sementes coletadas e a
importancia da sua contribui¢do genética, possuem papel central nos programas

de melhoramento e manutengao das espécies (SEBBENN, 2002).
2. MARCACAO DE ARVORES MATRIZES

Arvores matrizes sdo aquelas que apresentam caracteristicas fenotipicas
superiores as demais da mesma espécie. Dentre as caracteristicas avaliadas para a
selecdo de matrizes, algumas devem ser respeitadas para garantir de forma inicial
o bom desempenho a todos objetivos de uso da espécie, como boa condigdo
fitossanitaria; ritmo de crescimento; porte; forma do tronco; forma da copa;
ramificagdo; vigor; densidade da madeira e produgdo de sementes (NOGUEIRA
& MEDEIROS, 2007).

Apesar das caracteristicas comuns que uma arvore matriz deve conter, torna-
se necessario considerar o real objetivo para o qual sera destinada, pois caso a
finalidade seja obtengdo de madeira, a altura e o didmetro do caule se tornam
caracteristicas imprescindiveis, ja para a produ¢do de frutos deve ser levado em
consideragdo o tamanho e a forma da copa. Quando se deseja utilizar as arvores para
recuperacao ou restauracdo de areas degradadas, o ideal é que seja realizada uma
selecdo aleatoria englobando varias matrizes em locais que possuam caracteristicas
semelhantes da area onde sera feito o plantio, neste caso o ambiente se torna outro
fator a ser observado (SENA & GARIGLIO, 2008).

E importante destacar que no momento da sele¢io devem-se eleger vérias
arvores da espécie como matrizes num mesmo ambiente e em ambientes distintos
para garantir a diversidade genética das populacdes, visto que para um maior

ganho genético, ¢ necessario garantir que os individuos superiores mantenham
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variabilidade genética para futuras geracdes (MARTINS et al., 2009).

Uma metodologia amplamente utilizada ¢ o cadastramento de matrizes,
contendo informagdes gerais sobre o individuo selecionado e o local onde esta
inserido, seguindo os critérios estabelecidos pelo Sistema Nacional de Sementes e
Mudas Florestais (Lein® 10.711/2003) e regulamentados pelo Decreto n® 5.153/2004
(BRASIL, 2004). As informagdes obtidas por meio da ficha de cadastramento sao:
a data da selegdo, o responsavel pelo cadastramento em campo, estado, municipio,
endereco da propriedade, nome da espécie, nome vulgar, nimero de cadastro da
matriz, coordenadas (altitude, latitude e longitude), altura da arvore, diametro a
altura do peito (DAP), estado reprodutivo, posi¢do na paisagem, condig¢des de
luminosidade, umidade do solo, etc.

Para isto, alguns dados sobre a matriz sdo obtidos por meio da observagao
visual do responsavel técnico, enquanto que outras informagdes sdo adquiridas
com uso de equipamentos adequados. A verificagao da localizagao exata da matriz
¢ realizada com auxilio do Sistema de Posicionamento Global (GPS), o qual recebe
um cédigo de identificacdo e suas informagdes sdo arquivadas em um banco de
dados. As arvores sao marcadas com plaquetas correspondendo ao seu nimero de
identificacdo e as medidas de altura e DAP podem ser obtidas com ferramentas
como hipsometros, réguas de medigao, fita diamétrica, dentre outros.

Diferentes trabalhos de marcagdo de arvores matrizes podem ser
destacados, por exemplo, nos estudos realizados com as espécies Plathymenia
reticulata (SOUZA et al., 2016), Senefeldera verticillata (VIEIRA et al., 2016),
Anadenanthera peregrina (MORO et al., 2016) Anadenanthera colubrina (SILVA
etal.,2017) em fragmentos de Floresta Atlantica no Espirito Santo, com a finalidade
de selecionar individuos da espécie para serem utilizados como matrizes para
coleta de sementes nativas, apropriadas e viaveis para estratégias de conservagao,

recuperacao e restauragdo de ambientes florestais degradados.

3. POMAR DE SEMENTES

Em conformidade com a legislagdo descrita no Capitulo XII do Decreto n°
5.153/2004, que regulamenta a Lei n°® 10.711/2003 (BRASIL, 2004):
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O Pomar de Sementes (PS) é “Pomar de Sementes
- PS: plantacdo planejada, estabelecida com matrizes
superiores, isolada, com delineamento de plantio e
manejo adequado para a produg@o de sementes, e que
se constitui de Pomar de Sementes por Mudas - PSM,
Pomar Clonal de Sementes - PCS, Pomar Clonal para
Producdo de Sementes Hibridas - PCSH e Pomares de
Sementes Testados - PSMt ou PCSt”.

A criagdo de um pomar de sementes, ao contrario da sele¢do de arvores
matrizes em ocorréncia natural, visa selecionar matrizes em area de floresta
plantada ou mesmo o estabelecimento de plantios com matrizes superiores,
possuindo caracteristicas pré-estabelecidas, de acordo com a finalidade do mesmo.
Este método tem como objetivo solucionar problemas enfrentados com o custo
da colheita de sementes em matrizes marcadas em florestas naturais, devido a
menor produgdo e a dispersao, além do fato de muitas espécies possuirem poucos
exemplares em determinados locais, o que pode levar a restricdo da base genética
(HIGA & SILVA, 2006).

A selecdo de matrizes em florestas nativas é mais complicada, pois além
dos pontos ja mencionados acima, ainda existe a possibilidade de uma arvore
apresentar maior didmetro e altura devido a sua idade e ndo por sua origem genética
(NOGUEIRA & MEDEIROS, 2007).

O pomar de sementes ¢ uma Otima alternativa para a conservagdo de
espécies florestais nativas (LORZA et al., 2006), e em contrapartida, pode ser
utilizado também para maior produgdo de sementes com qualidade genética
adequada e caracteristicas pré-selecionadas, quando se conhece a demanda dos
governos estaduais e federal por produ¢do de madeira e produtos ndo madeiraveis,
principalmente a partir de plantios com espécies nativas (HIGA & SILVA, 2006).

Utilizado em programas de melhoramento em todo o mundo, o emprego do
pomar de sementes ¢ caracterizada como a estratégia mais eficiente na producao
de sementes melhoradas geneticamente, na qual a ado¢do de estratégias e o
real objetivo de uso das matrizes ird garantir o sucesso do seu estabelecimento.

Pois a maior probabilidade ¢ de que as sementes produzidas possam no futuro
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originar mudas com maior vigor, homogeneidade e pequeno nimero de descartes.
Vale ressaltar que, para garantir o fendtipo desejado e a conservacdo desta nova
populagdo, torna-se necessario o minimo de variabilidade genética possivel para
que possa adaptar-se as diversas condi¢des impostas pelo ambiente (HOPPE et
al., 2004).

De acordo com Sebbenn (2002), pomares de sementes devem possuir uma
ampla base genética, podendo ser obtida por meio da obtencdo de individuos
representativos de uma ou varias populagdes, o que garantiria a coleta de sementes
para os diferentes objetivos de uso como produg¢do madeireira, restauragao
ambiental ou florestal e conservagdo das espécies.

Pesquisas envolvendo a criacdo de pomares de sementes com diferentes
finalidades ja foram realizados, como por exemplo, o estudo realizado com a
espécie Dipteryx alata, onde o objetivo foi estimar a variabilidade genética de
um teste de progénies tendo como uma das finalidades a formacdo de pomar de
sementes para utilizagdo em programas de restauracdo (CANUTO et al., 2015).
Outro estudo realizado com as espécies Myracrodruon urundeuva, Astronium
fraxinifolium e Terminalia argentea, teve por objetivo avaliar a variagdo genética
e a selecdao das melhores progénies visando a formac¢ao de um pomar de sementes
para uso em futuros trabalhos de melhoramento (OTSUBO et al., 2015).

A espécie Schizolobium parahyba var. amazonicum também foi alvo de
estudos relacionados a pomares de sementes, no qual foi realizada a caracterizagao
da diversidade genética em uma populacio estabelecida em area de floresta
plantada na regido sul do estado do Espirito Santo com a utilizagdo de marcadores
moleculares Inter Simple Sequence Repeats (ISSR), determinando o potencial da
populagdo para ser utilizada como pomar para coleta de sementes e produgao de
mudas com variabilidade genética confirmada, demonstrando dois grupamento
genético distintos, bem como os individuos que constituem cada um dos
grupos (SILVA JUNIOR et al., 2017).

Por fim, um estudo similar ao anterior foi realizado também em uma
area de floresta plantada na regido sul do Espirito Santo, no entanto, a
espécie de interesse foi a Anadenanthera peregrina, sendo realizada a
caracteriza¢do genética de sua populacdo por meio de marcadores SSR
(simple sequence repeats), constatando a divergéncia genética entre os

302



PPGGM

individuos e consequentemente o potencial da populagdo para ser utilizada
como futuro pomar de sementes (CORTELETE, 2016).

4. IMPORTANCIA, ESTRATEGIAS E VERIFICACAO DA
VARIABILIDADE GENETICA NA SELECAO DE MATRIZES

A incorporacdo do conceito de variabilidade genética como o resultado da
quantidade de variacdo dos genes (alelos) e locos envolvidos na expressao de
um determinado carater, tem sido um ponto imprescindivel na sele¢do de arvores
matrizes, utilizado tanto para o melhoramento de espécies vegetais quanto para a
conservacao ¢ manutengdo das mesmas em diferentes habitats (KAGEYAMA &
GANDARA, 2004).

Sobre o melhoramento de espécies florestais, o objetivo € garantir o aumento
da produtividade e melhoria do recurso florestal, mantendo a base genética da
populacdo para que possa ser utilizada em futuros trabalhos de melhoramento
(ODA et al., 1989). Simultaneamente, a melhoria na conservacdo e manutengao
das espécies podera ser obtida por meio da ampla base genética, contrapondo
os efeitos da depressdo endogamica, que é a redugdo da autorregeneracdo pelo
aumento da endogamia e coancestria da populag@o que favorece a perda de alelos
necessarios ao valor adaptativo (SEBBENN, 2006). Em geral, uma populagdo
que possui uma base genética restrita, ou seja, pouca variabilidade genética estara
suscetivel a pragas, doengas e estresses ambientais, diminuindo as chances de
sobrevivéncia de seus individuos (ELLSTRAND & ELLAN, 1993).

Uma estratégia realizada para contornar esta situag@o ¢ o niimero de arvores
matrizes utilizadas na coleta de sementes. Para isto, a determinacdo ¢ de que a
coleta seja realizada em um nimero minimo de arvores para um determinado local,
ou de um nimero minimo de locais para uma determinada regidao (SEBBENN,
2002; SEBBENN, 2003). A recomendacao ¢ que a coleta realizada deva possuir
um tamanho efetivo (Ne) de 50, ou seja, ndo sdo necessarias 50 arvores matrizes
para compor o lote de sementes, pois se tratando de espécies florestais nativas as
mesmas sdo caracterizadas em grande maioria como alégamas, além disto, deve-
se considerar que os cruzamentos ocorram aleatoriamente entre individuos ndo
aparentados (VENCOVSKY, 1967).
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Estudo realizado por Sebben (2006), afirma que 12 arvores matrizes seriam
suficientes para atingir um Ne igual a 50, pois a probabilidade ¢ de que uma
arvore matriz possa ser polinizada por até quatro arvores pais, consequentemente
as sementes produzidas por essa matriz irdo possuir uma representatividade
genética de cinco individuos. Porém, o nimero de matrizes selecionadas deve ser
aumentado caso haja suspeita de cruzamentos entre individuos aparentados, sendo
indicado um minimo de 25 matrizes.

Outro parametro adotado para o aumento da variabilidade genética e a
diminuicao de cruzamentos parentais ¢ a distancia entre as matrizes, que devem
variar entre 50 a 100 m. Contudo, arvores localizadas em florestas nativas e muito
préximas umas das outras devem ser consideradas como um grupo, devendo a
coleta ser realizada em, no minimo, trés arvores por grupo, e em pelo menos cinco
grupos diferentes, com distancias igual ou superior a 50 m. Para florestas plantadas
o recomendado ¢ a utilizacdo do maior numero de arvores possiveis, pois dessa
forma ha uma maior probabilidade de serem mantidas nas proximas geragdes as
caracteristicas superiores das matrizes (SENA & GARIGLIO, 2008).

No entanto, o ideal € que as estratégias sugeridas anteriormente possam ser
verificadas por meio de analises laboratoriais, pois a constatagao da variabilidade
genética e a detecgdo de polimorfismos em estudos genéticos vegetais demonstram
como a diversidade genética esta distribuida dentro e entre os grupos, direcionando
estratégias mais adequadas para a manuten¢ao das espécies (CRUZ et al., 2011).

Como uma ferramenta eficaz para determinagdo da variabilidade genética
contida nas espécies e em suas populacdes, podemos destacar os marcadores
moleculares. Estes por sua vez, sdo definidos como todo e qualquer fendtipo
molecular oriundo de um gene expresso ou de um segmento especifico de DNA
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Os marcadores moleculares podem ser classificados de acordo com o grau de
especificidade e informatividade, sendo divididos como marcadores dominantes
(RAPD, AFLP, ISSR e SCARSs) e marcadores codominantes (RFLP, VNTR e SSR)
(MARCELINO etal., 2007). A diferenga para esta classificacao estd nos resultados
obtidos, pois os marcadores dominantes ndo possuem a capacidade de diferenciar
o genotipo homozigoto “dominante” (AA) do heterozigoto (Aa), enquanto que

nos marcadores codominantes ambas as formas podem ser discriminadas (CRUZ
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etal., 2011).

Virios estudos realizados com o auxilio dos marcadores moleculares ja
foram desenvolvidos, incluindo pesquisas relacionadas a conservagao de espécies
ameagadas de extin¢do e melhoramento de espécies vegetais. Estudo realizado
por Souza et al. (2017), estimou a diversidade genética da espécie Plathymenia
reticulata localizada em fragmentos de Floresta Atlantica no Espirito Santo,
utilizando dez primers ISSR, no qual 156 fragmentos foram amplificados, sendo
101 polimérficos (64,74%), ou seja, uma ampla variabilidade genética.

No entanto, existem estudos em que a verificacdo da variabilidade genética
¢ baixa, como o encontrado em uma populacdo da espécie Elaeis guineenses, por
meio da utilizacao de seis primers ISSR, os quais geraram 68 locos, sendo 34
polimorficos. Os autores afirmam que a baixa diversidade genética na populacao
pode ser explicada pelo gargalo genético, indicando reducio no niimero de alelos
(CHAGAS et al., 2015).

5. CONSIDERACAO FINAIS

Também chamadas de arvores porta-sementes, arvores maes, plantas maes,
entre outros termos corriqueiramente utilizados, as arvores matrizes fornecem
informagdes acerca do comportamento do plantio, uma vez que se sabe de longa
data que suas caracteristicas predominam nas progénies. Sabe-se que as melhores
sementes sdo obtidas de arvores de meia idade (arvores nem tdo jovens, e nem
tao velhas), com crescimento vigoroso e livre de pragas e doencas, que estejam
preferivelmente em grupos (o que facilita a fecundagao cruzada) e que apresentem
crescimento rapido, vigor, forma desejada do tronco, boa altura, ramificagio
desejada (considerando-se, também, a desrama natural quando for o interesse),
uma copa ampla e boa producdo de sementes em varias coletas sucessivas.

E possivel observar que em fungdo da exploragio indevida por recursos
florestais ¢ madeireiros ¢ at¢é mesmo na abertura de areas para agricultura
e pastagens com foco agropecuario, atualmente tém-se no pais biomas
extremamente reduzidos, sendo constituidos por fragmentos florestais. Nesse
contexto, pesquisadores vém buscando desenvolver pesquisas relacionadas com

a conservacao de espécies florestais nativas e estruturagdo das mesmas nos mais
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diversos ambientes. Para estes estudos, a criacdo de pomares de sementes com
espécies nativas t€ém sido um método eficaz para suprir parte desta demanda. Cabe
ressaltar que além das pesquisas com conservacdo das espécies, programas dos
governos estadual e federal tem demandado cada vez mais a utilizagao de sementes
para o estabelecimento de plantios com espécie nativas, visando maior producao

de madeira e produtos ndo madeiraveis.
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