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PREFACIO

Sinto-me muito honrada em prefaciar esta edi¢ao do livro “Topicos Especiais
em Genética e Melhoramento III”. Este livro é a continuidade de um projeto
iniciado em 2013 e, em 2020, foi escrito por docentes, discentes, egressos do
Programa de Pos-Graduacdo em Genética e Melhoramento da UFES (PPGGM/
UFES - Alegre), além de outros autores convidados. Assim, escrevo estas linhas
como quem ja contribuiu em outras edigdes e, também, como quem ¢, de certa
forma, uma curiosa aprendiz de assuntos relacionados a grande area da Genética.
Estudar Genética foi uma escolha que fiz muito precocemente e sinto-me orgulhosa
por poder contribuir com pequenas gotas neste grande oceano de conhecimento.
Assim, eu me coloco na situagdo de quem tem o privilégio de poder fazer uma
leitura antecipada, para dizer aos leitores o que aprendi, encontrei ou descobri
nesta obra.

A edicdo 2020 de “Topicos Especiais em Genética e Melhoramento 1117 ¢
composta por 14 capitulos, que versam sobre temas muito atuais em genética,
tais como gendmica, epigendmica ¢ metabolomica, além de tratar sobre os
componentes da diversidade quimica, fisiologica, ecoldgica e genética que podem
ser aplicados a conservacdo de espécies e ao melhoramento genético. Todos os
temas abordados apresentam carater atual e sintetizam conhecimentos adquiridos
por meio de pesquisas qualitativas e quantitativas, todas realizadas na area de
Genética e Melhoramento de Plantas, contemplando os aspectos mais atuais e
inovadores desta importante area das Ciéncias Agrarias e Biologicas.

E importante mencionar o carater interdisciplinar ¢ multidisciplinar deste
livro, em que sdo tratados assuntos relacionados a conservagdo da variabilidade
genética e quimica de espécies de interesse agrondomico e silvestres. Inclui-se
ainda a prote¢do e cultivo de espécies raras, ameacadas de extingdo, ou econdmica
e ecologicamente importantes para a restauracao e reabilitacdo dos ecossistemas.

Também foram desenvolvidos estudos de naturezas diversas, que gerem
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informagdes, em nivel morfologico, bioquimico, molecular, citotaxondémico,
reprodutivo e biogeografico, contribuindo para a caracterizacdo dos recursos
genéticos, que podem subsidiar pesquisas e politicas voltadas a conservagdo de
germoplasma.

O langamento dessa obra vem proporcionar aos professores, mestrandos,
doutorandos, pesquisadores e estudantes em geral um facil acesso ao “estado
da arte” dos diferentes assuntos abordados, levando o leitor até a “fronteira do
conhecimento” de alguns topicos, por meio da apresentacdo de dados referentes as
pesquisas realizadas no ambito do PPGGM. Assim, este livro consolida-se como
uma ferramenta til aos que buscam incessantemente ampliar e consolidar seus
conhecimentos.

Ressalta-se também que esta obra cumpre, de certa forma, um papel
relacionado a divulgacdo cientifica, uma vez que culmina com o repasse de
informagdes de qualidade, porém de mais facil compreensao do que muitos artigos
cientificos e outros relatorios de pesquisa que sdo mensalmente publicados em
periddicos. Isso torna a obra particularmente atraente aos leitores que estdo iniciando
a sua carreira de pesquisa na area de Genética e Melhoramento, ou mesmo aos
leigos, que buscam conhecer mais sobre esta grande area, por sumarizar conceitos
e principios, além de revisar e contextualizar diferentes pesquisas realizadas para
cada topico abordado.

Com a honra e a satisfacdo de escrever essas linhas para o prefacio desta

obra, convido-lhes a mergulhar na leitura destas paginas repletas de conhecimento.

Maria Andréia Corréa Mendonga

Doutora em Genética e Melhoramento
Professora EBTT do IF Goiano — Rio Verde
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Capitulo 01

A FAMILIA DE GENES TERPENO SINTASE EM
MYRTACEAE: IMPORTANCIA EVOLUTIVA E
ADAPTATIVA

Drielli Canal

Andreia Carina Turchetto-Zolet
Paola de Avelar Carpinetti
Pedro Henrique Dias dos Santos

Marcia Flores da Silva Ferreira
1. INTRODUCAO

Os terpenos compreendem a classe de metabolitos secundarios mais
numerosa ¢ estruturalmente diversa do reino vegetal. Sdo caracterizados como
compostos organicos de esqueleto carbonico e classificados quanto ao numero
de unidades de isopreno em sua estrutura (ZWENGER & BASU, 2008). Nas
plantas desempenham papéis como metabolitos primarios, atuando no crescimento
vegetal na forma de derivados de intermediarios isoprenoides tais como giberelina,
brassinosteroide e acido abscisico, constituintes das membranas celulares tais como
esterdis, derivados de pigmentos fotossintéticos como carotendides e clorofilas,
entre outros (LANGE & GHASSEMIANET, 2003). Quando produzidos como
metabolitos secundarios podem estar envolvidos em resposta a estimulos bioticos,
desempenhando importantes papéis ecologicos na interacdo planta e ambiente,
como ataques diretos de herbivoros e patdgenos ou indiretamente atraindo seus
inimigos naturais e mediando interagdes com polinizadores (PICHERSKY &
GERSHENZON, 2002).

Os terpenos também estdo envolvidos na resposta das plantas a estresses
abidticos, por exemplo, protecdo contra raios ultravioleta-B (UV-B) e alta
temperatura, que resultam na produgao de espécies reativas de oxigénio (reactive
oxygen species - ROS) (LORETO et al., 2010; TAKSHAK et al., 2019). Por fim,

apresentam importancia economica devido a sua utilizagdo com fins farmacéuticos,
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terapéuticos, industriais, precursores de biocombustiveis, solventes, além
de influenciarem a fragrancia e o sabor de muitos produtos (TETALI, 2019;
PERALTA-YAHYA et al., 2012; BOOTH & BOHLMANN, 2019).

A relevancia dos terpenos no metabolismo secundario das plantas é
observada através da variacdes inter e intraespecificas e complexidade das
moléculas encontradas (KESZEI et al., 2008; PADOVAN, et al., 2012), que
podem ser atribuidas a um conjunto de enzimas denominadas terpeno sintases,
as quais utilizam multiplos substratos para a produ¢do de uma ampla gama de
produtos (ZHOU et al., 2020). A grande variacdo observada na composi¢ao de
terpenos também pode ser explicada pelas vias de biossintese desses compostos
estarem condicionadas a variagdes do genoma do organismo, acumuladas ao
longo de milhares de anos desde a especiagdo (CHEN et al., 2011). A familia
de genes codificadores das terpeno sintase, familia de genes TPS, ¢ amplamente
diversificada nos organismos, variando em espécies onde o nimero de genes foi
drasticamente reduzido, como apenas 3 TPS encontrados Physcomitrella patens
(bridfita) e nas monocotiledoneas aquaticas apenas 2 TPS em Zostera marina e
6 TPS em Spirodela polyrhiza, e os maiores numeros de genes TPS completos
relatados nas monocotiledoneas e eudicotiledoneas, Panicum virgatum com 79
genes e Eucalyptus grandis com 70 genes, respectivamente (JIANG et al., 2019).
Progressos substanciais na tiltima década no isolamento e caracterizagdo de genes
responsaveis pela formacdo de compostos volateis tem facilitado a investigacao
da regulagdo da biossintese de terpenos em plantas.

Espécies da familia Myrtaceae, destacam-se por possuirem 0s maiores
nimeros de genes terpeno sintase nas eudicotiledoneas (JIANG et al., 2019).
As espécies desta familia sdo famosas pelas altas concentragdes de terpenos
foliares, grande variagdo quimiotipica e interesse industrial nos compostos
terpénicos presentes nos 0leos essenciais dessas espécies, devido as propriedades
inseticida, parasiticida, antifungica, antibacteriana, antimicrobiana e antioxidante
(DA SILVA et al., 2018, KESZEI et al., 2010; PADOVAN et al., 2014). Embora
a grande quantidade de genes e variabilidade qualitativa relacionada aos tipos
de terpenos presentes em 6leos essenciais foliares de espécies de Myrtaceae, é
notavel a predominancia quantitativa de monoterpenos majoritarios em espécies

de ocorréncia em florestas dos tropicos secos e zonas temperadas, bem como a
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presenga de majoritarios sesquiterpenos em espécies de ocorréncia neotropical
(PADOVAN et al., 2014). Adicionalmente, embora em Myrtaceae seja caracteristico
a presenca de estruturas relacionadas a produgdo e ao armazenamento de 6leos
essenciais, ¢ também notavel a expressao diversificada de genes em multiplos
orgaos da planta, refletindo em alteracdes nas sintese dos compostos quimicos, e
consequentemente nas interacdes com os organismos (BUSTOS-SEGURA et al.,
2017; PADOVAN et al., 2015).

Em virtude da complexidade e importancia da atuagcdo dos terpenos no
desenvolvimento e nas relagdes planta-ambiente, este capitulo faz um levantamento
sobre o conhecimento atual da familia de genes TPS envolvidos na biossintese de
terpenos em plantas, com enfoque na familia Myrtaceae, explorando mecanismos
evolutivos e de expressdao gé€nica que auxiliam na compreensdo da variabilidade
quimica dos compostos dos 6leos essenciais encontrados nessas espécies, e que

ajudam a explicar o padrdo de ocorréncia dos 6leos essenciais nessas espécies.
2. BIOSSINTESE DE TERPENOS

A maioria das enzimas terpeno sintases catalisa a conversdo de alguns
substratos comuns em diversas estruturas terpénicas encontradas nos o6leos
essenciais de plantas, principalmente devido a mecanismos de reagdo que
envolvem a formacao de carbocations intermediarios, com cicliza¢des, mudangas
de hidreto, rearranjos de esqueleto e diferentes etapas de terminacao (JIANG et al.,
2019; CHRISTTANSON et al., 2006). Os produtos destas enzimas podem ainda ser
modificados por oxigenacao pela acdo de monooxigenases do citocromo P450, ou
metilacdo por metil-transferases, para formar compostos adicionais (FAHNRICH
etal., 2011).

A biossintese de terpenos tem como precursores duas moléculas de cinco
carbonos em seu esqueleto: isopentenil pirofosfato (IPP) e seu isomero dimetilalil
pirofosfato (DMAPP) (Figura 1). Os precursores se combinam por meio de reagdes
de condensacdo para formar o geranil difosfato (GPP) precursor dos monoterpenos
(C10) e trans-geranilgeranil difosfato (GGPP) precursor dos diterpenos (C20). Nas
plantas, esses precursores sao formados na via do 2C-metil-D- eritritol-4-fosfato

(MEP) localizada nos plastidios. Enquanto a via do adcido mevalonico (MVA) ¢é



Topicos Especiais em Genética e Melhoramento 111

responsavel pela producdo de transfarnesil difosfato (FPP) usado na sintese de
sesquiterpenos (C15) e triterpenos (C30), no citosol, reticulo endoplasmatico
e peroxissomos (VRANOVA et al., 2013). Estudos demonstraram que existe
uma interligagdo (cross-talk) das vias e consequente troca de precursores prenil
difosfato entre plastideos e citosol, tornando ainda mais ampla a especificidade do
substrato (PAZOUKI & NIINEMETZ, 2016; JIA et al., 2016).
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Figura 1. Esquema geral das vias de biossintese de terpenos em plantas. Todos os
terpendides sdo derivados de dois precursores isoméricos contendo 5 carbonos,
isopentenil difosfato (IPP) e dimetilalil difosfato (DMAPP). A condensacdo
de IPP ¢ DMAPP produz os precursores prenil difosfato que estdo destacados
entre em azul (FPP farnesil difosfato, GPP geranil difosfato, NPP neril difosfato,
GFPP geranilfarnesil difosfato, NNPP nerilneril difosfato, GGPP geranilgeranil
difosfato). Os genes TPS codificadores das enzimas estiao destacados em roxo e os
principais produtos formados em negrito. IDI isopentenil difosfato isomerase, PT
prenil transferase, IP isopentenil monofosfato, CPPs ent-copalil difosfato (CPP)
sintases. Modificado de KARUNANITHI & ZERBE, 2019.

Grande parte dos trabalhos atuais concentrou na identificacdo de genes que

codificam para enzimas terpeno sintase (TPS), as quais podem nao s6 controlar a
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quimiodiversidade de terpenos presentes nas plantas, mas também sao responsaveis
pela composic¢ao tnica de cada taxon (BOHLMANN et al., 1998). Os avangos nas
pesquisas incluem estudos envolvendo caracterizacdo dos genes TPS nos genomas
completos disponiveis em bancos de dados (JIANG et al., 2019). Paralelamente
aos genomas completos, a analise baseada na identificagdo de genes TPS em
transcriptomas também tem sido realizada, incluindo espécies ndo modelo (DREW
et al., 2013). Além disso, o isolamento e a analise de genes TPS individuais
incluindo analise funcional de suas enzimas foram relatados para varias espécies
de plantas, incluindo morango (AHARONI et al., 2003), manjericdo (IIJIMA et
al., 2004), orégano (CROCOLL et al., 2010) e algodao (YANG et al., 2013). Uma
melhor compreensdo da biossintese dessas enzimas pode permitir que a ampla
varia¢do genética seja explorada para ganho econdmico e auxiliar na mediacdo de

interagdes ecologicas.
3. GENES TERPENO SINTASES EM PLANTAS

Os genes terpeno sintase apresentam dois dominios funcionais: o N-terminal
(contendo o dominio B e y, com Pfam ID PF01397) e o C-terminal (ou dominio
a, com Pfam ID PF03936). Em relagdo a estes dominios os genes podem ser
funcionais completos (full-length), quando apresentam ambos os dominios na
sequéncia génica e proteica, ou parciais, quando apresentam apenas um dos dois
dominios (FINN et al., 2010; ZHOU et al., 2020). O dominio N-terminal apresenta
um motivo conservado RRX,W (R, arginina, W, triptofano ¢ X, aminoacido
alternativo) e o dominio C-terminal contém dois motivos ricos em aspartato, um
altamente conservado DDxxD e um menos conservado NSE/DTE. Esses dois
motivos flanqueiam a entrada do sitio ativo e sdo responsaveis por auxiliar no
posicionamento do substrato difosfato, coordenagao de ions divalentes e moléculas
de 4gua, além de estabilizarem o sitio ativo (CHRISTIANSON et al., 2006). Em
plantas, a perda de um dos dominios frequentemente ocorre em muitas espécies,
o que foi provavelmente desencadeado por mecanismos de duplicagdo parcial. A
funcionalidade desses TPSs contendo um tnico dominio ainda ¢ desconhecida
(JIANG et al., 2019).
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A classificagdo dos genes TPS pode ser baseada em sua estrutura, onde a
classe I contém de 12-15 éxons, a classe II com 10 éxons e a classe III com
apenas sete éxons, ocorrendo um processo de perda de introns e perda de um
dominio interno. Mas hé algumas excegdes, genes de terpeno sintase que variam
em estrutura em relacdo a classificagdo geral (TRAPP & CROTEAU, 2001).

A localizagdo subcelular e disponibilidade de substratos sdo essenciais para
determinagdo da significancia bioldgicas das atividades TPS in vivo. Todos os
terpenos, com excecdo de sesquiterpenos (C15), sdo produzidos no cloroplasto,
portanto a maioria dos genes relacionados a sintese de monoterpenos deve conter
um peptideo de transito de cloroplasto (chloroplast transit peptide sequences;
cTPs) geralmente localizado na regido N-terminal (KULHEIM et al., 2015).
Por este motivo quando codificados em proteinas, os monoterpenos apresentam
tamanho entre 600 a 650 residuos de aminoacidos. Como a biossintese de
sesquiterpenos ocorre no citosol, elas ndo apresentam peptideo sinal e sdo cerca
de 50-70 aminoacidos mais curtas que as monoterpenos sintases (BOHLMANN
et al., 1998).

Ainda de acordo com suas relagdes filogenéticas, a familia de genes TPS é
dividida em seis subfamilias (Tabela 1) (CHEN et al., 2011). Dentro da classe 1
envolvida na sintese de metabolitos primarios, encontramos a subfamilia TPS-c,
conservada em plantas terrestres e representando o grupo externo (outgroup) das
relacdes filogenéticas, caracterizada pelo motivo “DXDD” e codifica enzimas do
tipo copalil difosfato sintase (CPS), caureno sintase (KS) relacionadas a produgao
de ent-caureno, precursor das giberelinas e outras diterpeno sintases (diTPS),
precursoras dos diterpenos. Ainda nesta classe encontram-se as subfamilias
TPS-e/f agrupadas em um unico clado e conservadas em plantas vasculares, que
codifica ambos os motivos “DXDD” e “DDXXD”, responsaveis pela produgdo
de ent-caureno, monoterpenos, diterpenos e sesquiterpenos. E por ultimo, TPS-h
encontrada apenas em S. moellendorffii, que sintetiza diterpenos. Dentro da Classe
II temos apenas a subfamilia TPS-d, especifica de gimnospermas e Selaginella spp
e produzem mono-, sesqui- € diterpenos (CHEN et al., 2011; KULHEIM, 2015).
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Tabela 1. Fungéo e distribuicdo taxondmica da subfamilia de genes TPS.

Classe  Subfamilia  Subgrupo Fungao Distribuicao
1T TPS-a TPS-a-1 Sesqui Dicotiledoneas
TPS-a-2 Sesqui Monocotiledoneas
I TPS-b Mo ciclicos, Hemi, Isp Angiospermas
1 TPS-c Di, Cop, Ent Embrioéfitas
II TPS-d TPS-d-1 Mono e Sesqui Gimnospermas
TPS-d-2 Sesqui Gimnospermas
TPS-d-3 Di, Sesqui Gimnospermas
1 TPS-e/f Di, Mono e Sesqui, Ent, Eli ~ Plantas vasculares
I TPS -g Mono aciclicos, Sesqui e Di Angiospermas
I TPS-h D Selaginella .
moellendorffii

Legenda: Cop - Copalil difosfato sintase; Di - Diterpeno sintase; Ent - Ent-caureno sintase;
Eli - Elinalol sintase; Hemi - Hemiterpeno; Isp - Isopreno sintase; Mono - Monoterpeno
sintase; Sesqui - Sesquiterpeno sintase (Adaptado de CHEN et al., 2011).

Os genes de TPS de classe III compreendem TPS das angiospermas e
as principais enzimas envolvidas no metabolismo secundario de plantas. Ela
¢ composta pelas TPS-a que codifica apenas sesquiterpenos encontrados em
eudicotiledoneas e monocotiledoneas. Nesta subfamilia, o “R” secundario
(arginina) do motivo RRX W arginina/triptofano ndo ¢ conservado (MARTIN et
al., 2010). Também ¢ encontrada a subfamilia TPS-b que produz monoterpenos e
¢ subdividida em TPS-b1 que produz monoterpenos ciclicos e TPS-b2 que produz
isoprenos (C5) e ocimenos (monoterpenos aciclicos). Essa subfamilia contém o
motivo R(R)X W conservado, que atua na iniciagdo da reagdo de ciclizagdo de
isomerizagao (WILLIAMS et al., 1998) ou na estabiliza¢do da proteina por meio
de interacdes eletrostaticas (HYATT et al., 2007). E por tltimo, a subfamilia TPS-g,
que atua na biossintese de monoterpeno ciclico/aciclico, sesqui- e diterpenos. A
subfamilia TPS-g esta intimamente relacionada com TPS-b, mas ndo apresenta o
motivo R(R)X W conservado em suas proteinas codificadas (CHEN et al., 2011;
KULHEIM, 2015).

A medida que genomas completos foram sequenciados, a identificagdo de
genes TPSs e o estudo da familia de genes TPS foram realizados por diferentes

grupos de pesquisa e para varias espécies. O genoma de Arabidopsis thaliana
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apresenta 33 genes TPSs completos (THOLL & LEE, 2011), enquanto em plantas
economicamente importantes tais como uva (Vitis vinifera), tomate (Solanum
lycopersicum), arroz (Oryza sativa), maca (Malus domestica) e cenoura (Daucus
carota) foram identificados 57, 33, 40, 44 ¢ 65 genes TPS, respectivamente
(MARTIN et al., 2010; CHEN et al., 2011; FALARA et al., 2011; KEILWAGEN
et al., 2017). JIANG e colaboradores (2019), verificaram a distribuicdo dos genes
TPS em bactérias e fungos, plantas terrestres ndo vasculares (hepaticas), briofitas,
plantas vasculares, incluindo gimnospermas e angiospermas, no entanto, nenhum
gene TPS foi detectado em algas e animais. Para a maioria das dicotiledoneas
e monocotiledoneas, a subfamilia TPS-a ¢ o maior grupo da familia TPS, com
algumas excegdes, como Carica papaya e Citrus clementina que perderam a

subfamilia TPS-a durante o longo periodo evolutivo.

4. AFAMILIA DE GENES TERPENO SINTASE EM MYRTACEAE

Dentre as eudicotiledoneas as espécies da familia Myrtaceae do continente
Australiano, pertencentes a tribo Eucalypteae, com frutos capsulares secos,
destacam-se pelo maior nimero de genes TPS encontrados até o momento,
incluindo Eucalyptus grandis com 70 genes completos, Eucalyptus globulus com
69 genes completos e Corymbia citriodora com 89 genes completos (Tabela 2).
Nas trés espécies de Eucalyptus, aproximadamente 46% dos genes sao TPS-a,
cerca de 34% dos genes TPS-b e ~ 10% correspondem a TPS-g, altamente
expressos nas folhas (MYBURG et al. 2014), sendo os compostos majoritarios
nos oOleos essenciais os monoterpenos 1,8-cineol e a-pineno (KULHEIM et al.,
2015). Eucalyptus grandis parece ter uma taxa de duplicacdo génica 3-5 vezes
maior que outras espécies de eudicotiledoneas tais como Arabidopsis thaliana e
Populus trichocarpa (MYBURG et al., 2014), fator que pode ter contribuido para a
expansao dos genes TPS nos eucaliptos. Uma hipotese para explicar este fato é que
muitos podem estar envolvidos em respostas de defesa (KULHEIM et al., 2015),
uma vez que um grande nimero de genes fornece uma vantagem em respostas
induziveis, como resisténcia a patdgenos, possibilitando uma rapida adaptagio
em resposta as mudancas ambientais, além da longevidade dessas plantas que

também pode ser responsavel pela expansao da familias de genes envolvidos
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nas respostas ao estresse (BUTLER et al., 2018). Outra espécie de Myrtaceae
Australiana, Manuka (kahikatoa) (Leptospermum scoparium), encontrada
naturalmente na Nova Zelandia, apresenta 49 genes TPS (23 TPS-a, 10 TPSbl,
6 TPSb2, 1 TPSc, 5 TPSe/f, 3 TPSg) (THRIMAWITHANA et al., 2019). Em
Melaleuca alternifolia, que divergiu do género Eucalyptus ha cerca de 68 milhdes
de anos atras, apenas 37 genes TPS foram identificados, com a subfamilia TPS-b1
proporcionalmente maior em relagdo as demais espécies da familia. Os autores
sugerem que a expansdo linhagem-especifico desses genes nesta subfamilia foi
uma adaptagdo importante na espécie, e pode ter sido estimulada por estresse
biotico, dado o habitat subtropical quente em que se encontra (CALVERT et al.,
2018; THORNHILL et al., 2015).

Até o momento faltam estudos com genomas das espécies da tribo Myrteae,
linhagem que representa metade da diversidade de Myrtaceae, com cerca de 2500
espécies e 51 géneros (WILSON et al., 2011). Essa tribo de frutos carnosos, inclui
géneros de importancia economica e cultivados por seus frutos, como pitanga
(Eugenia), goiaba (Psidium) e jabuticaba (Myrciaria) (GRATTAPAGLIA et al.,
2012) onde foram encontradas altas concentragdes de a-pineno, f-pineno, limoneno
e principalmente o sesquiterpeno B-cariofileno (QUEIROZ et al., 2015; PADOVAN
et al., 2014). Dado que 1,8-cineol pode atuar na defesa contra herbivoria, e o
perfil foliar de terpeno de algumas tribos € mais diverso que outros, sugere-se
que a defesa pode ndo ser a fun¢do primaria dos terpenos em espécies de Myrteae
(PADOVAN et al., 2014). Papéis alternativos, como atrair animais benéficos
ou mediar interacdes com microrganismos no solo sao possiveis (STEFFEN et
al., 2012). Estudos com transcriptomas envolvendo a caracterizacdo dos genes
terpeno sintase na tribo Myrteae foram realizados apenas em Eugenia uniflora,
com a identificacdo de quatro unigenes (GUZMAN et al., 2014) e Rhodomyrtus
tomentosa com 138 unigenes candidatos a biossintese de terpenos. Estudos que
incluam géneros representativos desta tribo podem ajudar a entender os padrdes

de diversidade de terpenos foliares em Myrtaceae (HE et al., 2018).
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Tabela 1. Numeros de copias génicas de TPS em espécies da familia Myrtaeae.

Distribuigdo Tamanho  Total Full
geografica Tribo Espécie genoma  genes .o @ b ¢ d ef h  Principal produto Caracteristicas Referéncia
(Mb)  TPS =
Endémico para as zonas Arvore de tronco alto,
tropicais, aridas e semi-aridas do . plantada em varios locais pela
norte da Australia, mas ¢ cada Corymbia N{C’;_ ?:tii?;lléoes' beleza do seu tronco branco Butler et al
vez mais cultivado para silvicul-  Eucalypteae  citriodora 370 127 89 52 21 1 0 6 0 it ou cinzento-claro e pelo ”
< : . o-pineno s . T 2018
tura e produgdo de oleo essencial cheiro inconfundivel a limao,
na Austrélia, India, Brasil, Fiji e conhecida como eucaliptos-
Africa do Sul. de-jardim.
Nativos da Australia mas
introduzidos em multiplos Monoterpenos:
paises de clima subtropical ¢ Eucalypteac Eucal}pnfs 530 106 69 32 30 2 0 5 0 1,8-c1peole e Sao, em sua maioria drvores, Butler et al.,
temperado quente para a pro- globulus a-pineno contém um opérculo que 2018
dugdo de madeira. Atualmente recobre os botdes florais antes M ;
P o . yburg et al.,
varias espécies deste género, da antese, perenes, com flores 2074-
mas especialmente Eucalyptus hermafroditas polinizadas A
~ . L Kiilheim et al.,
globulus, sdo cul{lvadas em por animais, apresentam 2015
larga escala nas regides tropicais Monoterpenos: barreiras pré e pos-zigoticas a
(prmmgalmcfngc Affica e Brasil) Eucalvot Eucalyptus 640 . 7 w15 1 o ¢ 0 1.8-cincole ¢ autofccunfla(;ao para reduzir a
, e {neditelrll;qn!ca)s (mclumilio a ucalypteae grandis a-pineno depressdo por endogamia.
eninsula Ibérica) para produgéo
de madeira.
Espécie lenhosa perene, va-
Monoterpenos em riando de um pequeno arbusto
Northland e West a uma arvore de até¢ 10 m,
Coast (a-pineno, adaptadas a diversos ambien-
B-pinene, mirceno, tes, incluindo areas costeiras,
Ocorrem maioritariamente na Leptosper linalol), triketona subalpinas e geotérmicas. Se Thrimawitha-
Australasia (Australia, Nova Lebtosper- pm " rﬁ em East Cape e caracteriza por apresentar naetal. 2019:
Zelandia, Nova Guiné e Sudeste P! id P! § N 297 49 49 23 16 1 0 5 0 Marlborough; ses- frutos secos e deiscentes D 1" ’
Asidtico, incluindo Birménia. moideac scoparium uiterpenos (cario- (capsulas) e folhas arranjadas ouglas et a.,
0, Incruinco B g quiterp psuas) J 2004
Tailandia e Filipinas. fileno, humuleno, y em espiral ou alternadas. .
ilangeno, a-copaeno, Muitos géneros da Australia
selineno, eudesmol) Ocidental (Western Australia)
no resto do pais. apresentam folhas muito
reduzidas e flores tipicas de
habitats xéricos.
Melaleuca alternifolia ¢ restrita Monoterpenos:
as planicies de inundagdo cos- terpinen-4-ol em .
N < Comumente conhecida na
teiras do nordeste de New South § populagdes do centro pon s
Melaleuca p Australia como “arvore de .
Wales (NSW) com Melaleu- . da area natural de oS L Keszei, et al.,
P alterni- 710 37 26 4 12 2 1 4 0 N . cha”, florescendo principal-
populagdes vizinhas no sudeste ceae N ocorrencia, terpi- . - 2010
Jfolia mente em areas de pantano,

de Queensland,
Australia.

noleno domina no
noroeste e 1,8-cineol
no sul.

proximas de rios.
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A familia Myrtaceae é uma das familias de plantas produtoras de o6leos
essenciais mais varidveis quimicamente ¢ muito explorada comercialmente
(KESZEI et al., 2010; STEFANELLO et al., 2010; PADOVAN et al., 2014).
Existem 17 tribos de Myrtaceae compreendendo aproximadamente 140 géneros
e 5.500 espécies (BIFFIN et al., 2010). Sdo predominantemente encontradas no
hemisfério sul com centros de diversidade (hotspots) na Australia e sudeste da
Asia, mas também ocorrem ao longo da Africa, India, Nova Caleddnia e muitas
ilhas do Pacifico, estendendo-se ao norte at¢é o Havai (THORNHILL et al.,
2015). As espécies de frutos capsulares secos tais como as pertencentes as tribos
Eucalypteae, Melaleuceae e Leptospermeae estdo ausentes nas Américas (com
excecdo de Metrosideros que esta presente no Chile e Argentina) e sdo comuns
em florestas dos tropicos secos até zonas temperadas (Figura 2) (PILLON et al.,
2015; PADOVAN et al., 2014). Enquanto as espécies de frutos carnosos, incluem
as tribos economicamente importantes, Myrteae com principais centros de
diversidade na Australia e na América do Sul, e Syzygieae com riqueza de espécies
nas florestas tropicais da Malasia ao nordeste da Australia (Figura 2) (CRAVEN,
2001; WILSON, 2011).

Com a morfologia da folha intimamente relacionada ao habitat (WILSON,
2011), prevé-se que as plantas de frutos capsulares defendam suas folhas com muito
mais for¢a do que as plantas da floresta tropical (GRUBB et al., 1998). Portanto,
espera-se que as folhas das espécies da floresta tropical tenham menos terpenos em
comparacdo com as da floresta aberta, apesar dos muitos outros papéis nos quais
os terpenos possam desempenhar nas plantas (BROPHY & SOUTHWELL, 2002).

H4 uma grande diversidade de terpenos nas folhas de Myrtaceae, onde
a-Pineno e 1,8-cineol sdo os compostos mais encontrados nas espécies. Uma vez
que muitas amostras contém altos niveis foliares de a-Pineno, este composto € o
provavel quimiotipo foliar ancestral de todas as Myrtaceae, ja o 1,8-cineol foliar
parece ser apenas uma caracteristica definidora de algumas tribos. A cascata de
reacdo que leva a esses dois compostos inclui 0 mesmo carbocation intermediario
(KAMPRANIS et al., 2007), o que sugere que apenas uma pequena mudanga
na sequéncia de aminoacidos de uma enzima poderia permitir a produgdo de
quantidades significativas de ambos os compostos (PADOVAN et al., 2014).
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Figura 2. Distribui¢@o mundial da familia Myrtaceae. Em rosa Myrteae (74): Eugenia
(1,050), Myrcia (250), Calyptranthes (216), Psidium (100), Campomanesia (32),
Myrcianthes (67), Myrceugenia (33), Plinia (107) (BROOKER et al., 2000, COLE
etal., 2008). Em amarelo Syzygieae (3): Syzygium (1,500) (BIFFIN & CRAVEN,
2010). Em verde Eucalypteae (7): Eucalyptus (700), Corymbia (95) (BROOKER et
al., 2000; Australian Plant Census, 2020). Em azul Metrosidereae (2): Metrosideros
(58). Entre parénteses se encontra o nimero de géneros dentro das tribos e niimero
de espécies dos principais géneros. Adaptado de GRATTAPAGLIA et al., 2012.

Duas trajetorias evolutivas sdo propostas para os compostos terpénicos em
Myrtaceae, mapeando os padrdes nos terpenos foliares na filogenia. A primeira
trajetéria evolutiva, é que o ancestral comum a todas as Myrtaceae contém altos
niveis foliares de a-pineno e baixos niveis foliares de 1,8-cineol. Posteriormente,
altas concentragoes de 1,8-cineol evoluiram nas folhas do ancestral comum de
Melaleuceae, Syncarpieae, Lindsayomyrteae, Eucalypteae, Leptospermeae
e Chamelaucieae, entretanto foi posteriormente perdida em outras linhagens
(Syncarpieae e Lindsayomyrteae). A segunda trajetoria evolutiva proposta é que o
ancestral comum de todas as Myrtaceae contém altos niveis foliares de 1,8-cineol
e a-pineno, sendo que o maquinario que conduzia ao alto 1,8-cineol foliar foi
perdido nas linhagens Xanthostemoneae, Syncarpieae ¢ Lindsayomyrteae, bem
como o clado contendo Myrteae, Tristanieae e Syzygieae (PADOVAN et al., 2014).
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A identificagdo dos genes relacionados ao metabolismo secundério,
conjuntamente com padrdes de distribui¢do taxondmica especificos das linhagens,
tornam-se essenciais para estudar a dinamica evolutiva em tdo pouco tempo de
divergéncia entre as Myrtaceae, dando indicios do sucesso da distribuicdo e
adaptacdo dessas espécies (DE OLIVEIRA BUNGER et al., 2016).

5. EVOLUCAO DOS GENES TPS

A evolugdo continua de novas estruturas terpenodides especializadas em
linhagens de plantas foi facilitada pela evolug@o de genes que codificam enzimas
capazes de fazer esses metabolitos. O acelerado processo de divergéncia evolutiva
do metabolismo dos terpenodides ¢ auxiliado pela extensa plasticidade funcional
de TPSs, com enzimas intimamente relacionadas diferindo em seus perfis de
produto, localizagdo subcelular ou nos substratos que utilizam (CHEN et al., 2011;
KARUNANITHI & ZERBE, 2019). A plasticidade da defesa terpenodide baseada
em multiplos genes é uma importante caracteristica adaptativa de plantas que
interagem em varios niveis troéficos com predadores como os insetos. A alocagdo
de terpendides com padrdes espaciais e temporais apropriados para defesa ¢
importante para a flexibilidade do arsenal defensivo das plantas.

Estudos sobre padrdes evolutivos da familia das terpeno sintases tém
demonstrado que a expansao em grande escala dos genes dessa familia ocorreu
principalmente apds a diferenciagdo entre monocotiledoneas e eudicotiledoneas,
tendo assim, uma caracteristica fortemente espécie-especifica. Isso indica que
plantas de diferentes espécies exigiram distintos perfis de terpeno, muitas vezes
relacionados as diferentes subfamilias de TPS, para suas necessidades ao longo
do processo de especiacdo. Assim, sugerindo ainda que a expansao dos TPS pode
estar relacionada a diversificacdo de espécies ou adaptagdes ambientais. Dessa
forma, dentro de um mesmo grupo vegetal, como as eudicotiledoneas, enquanto
o eucalipto, E. grandis, apresenta pelo menos 38 genes na subfamilia TPSa, 15
na TPSb, 1 na TPSc, 8 na TPS e/f e 8§ na TPSg; o mamao, Carica papaya, nao
apresenta genes TPSa, apresenta 4 genes na subfamilia TPSb, 1 na TPSc, 2 na TPS
e/f e 4 na TPSg. A perda de subfamilias também foi observada em outras espécies

como Amaranthus hypochondriacus que nao apresenta genes TPSb, TPSc, TPSd.
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Portanto, mudangas dindmicas ocorreram nos genes TPS duplicados, envolvendo
expansodes e/ou perdas de um clado da familia de genes TPS em uma linhagem,
e estas podem ser acompanhadas por mudangas nas localizagdes subcelulares e
especificidades do substrato, e consequentemente produtos encontrados (JIANG
etal., 2019; ZHOU et al., 2020).

Intimeros mecanismos foram propostos como protagonistas ou coadjuvantes
na evolucdo de novos genes de terpeno sintase. No entanto, seus mecanismos de
expansdo podem variar de espécie para espécie e para diferentes subfamilias de
genes (JIANG et al., 2019). Em plantas, a duplicacdo de genes ancestrais seguida
de divergéncia estrutural e funcional é considerada um mecanismo importante na
geracdo de novidades e adaptacdo evolutiva, principalmente para a diversificagdo
de metabolitos bioquimicos. Essa expansdo pode se dar por duplicagdo em
tandem ou segmentar (JIANG et al., 2019). Essas considera¢des sugerem que as
arvores genealogicas de genes funcionalmente relacionados co-evoluiram, porque
duplicagdes de genes funcionalmente complementares e eventos de divergéncia
tendem a ser retidos pela selecdo natural (FRYXELL, 1996).

Notou-se que os perfil dos produtos de muitos TPSs foram interconvertidos
pela mutagdo de residuos de aminoacidos Unicos principalmente dentro ou ao
redor da cavidade do sitio ativo, ¢ até mesmo substituigdes remotas, alterando
drasticamente a cinética e a especificidade do produto das enzimas (GREENHAGEN
et al., 2014; KEELING et al., 2008; KOLLNER et al., 2009; XU et al., 2007;
KOLLNER et al., 2004; PHILLIPS et al., 2003).

Nos sistemas naturais, uma mudanga genotipica pode aumentar a aptidao
da planta, e como resultado de um desafio imposto pelo ambiente, essa mudanga
pode ser adaptativa e selecionada positivamente, fixando esta caracteristica na
populagdo por meio dos seus descendentes. No entanto, uma vez que isto ocorre,
a dire¢do da selecdo mudara para manter o beneficio de aptiddo da caracteristica
alterada, e outras mudancas serdo selecionadas contra, a menos que sejam
evolutivamente neutras ou benéficas. Assim, a selecdo positiva geralmente se
transforma em selecdo purificadora (negativa). No entanto, a fixacdo de um novo
gene ou alelo pode permanecer incompleta quando diferentes regimes seletivos
favorecem fendtipos contrastantes, e as trocas entre os componentes da aptidao

podem manter a variagdo genética, se os ganhos em um aspecto da aptiddo forem
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equilibrados por perdas em outros. Esses diferentes tipos de selecdo deixam
suas pegadas no genoma e sua assinatura pode ser detectada com ferramentas
estatisticas de genética de populagdes moleculares (KROYMANN, 2011).

Além disso, a selecdo pode atuar em um conjunto muito especifico de
aminoacidos que podem ser dificeis de detectar em estudos envolvendo todo o
genoma. Mesmo que os ensaios funcionais fornecam evidéncias de um beneficio
de aptiddo de um determinado metabdlito secundario da planta em uma interagdo
entre seu inimigo natural, permanece dificil (e muitas vezes impossivel) determinar
contra quem, dos multiplos inimigos naturais este composto foi originalmente
dirigido (KROYMANN, 2011).

Testes in vitro usando plantas cuja expressdo de metabolitos secundarios
foi alterada por métodos moleculares podem confirmar seus papéis defensivos
(MANSFIELD, 2000). Embora a situac@o ainda ndo esteja clara, acredita-se que a
maioria dos 100.000 metabolitos secundarios conhecidos estejam envolvidos nos
sistemas de defesa quimica das plantas, que sdo formados ao longo de milhdes
de anos de evolugdo durante os quais as plantas coexistiram com os causadores
de estresses bidticos e abidticos (WINK, 1988). Embora concentracdes mais
altas de metabdlitos secundarios possam resultar em uma planta mais resistente,
esta producdo é considerada custosa para a planta e reduz o seu crescimento e
reproducdo. Este mesmo pensamento pode ser aplicado em situagdes em que as
plantas desenvolvem defesa induzida, onde as concentra¢des geralmente aumentam
apenas em situagdes de estresse (ZAYNAB et al., 2018).

Tais exemplos onde a sele¢do positiva ¢ uma das forcas evolutivas que
impulsionam a diversificacdo do metabolismo secundario da planta, temos
o sesquiterpeno OryzaTPS1 do arroz, que pela alteragdo de alguns residuos
de aminoacidos na cavidade do sitio ativo e seus provaveis impactos para
adequagdo, produz alteragdes nos perfis de emissao de terpeno, exibindo um
tipo de promiscuidade do produto atribuida aos seus mecanismos de reagdo de
carbocations intermediarios. Portanto, as mudangas nos perfis de emissdo de
sesquiterpeno do arroz causadas pela divergéncia funcional de OryzaTPS1 podem
refletir no contexto dos desafios impostos pelo meio ambiente, a mudanga dos
espectros de insetos herbivoros e seus inimigos naturais presentes nos ambientes de

diferentes espécies (CHEN et al. 2014). E também o caso dos genes da crisantemil
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difosfato sintase (CDS), uma enzima que envolve a producdo de piretrinas e
monoterpenos irregulares, e que resultaram da duplicacdo dos genes da farnesil
difosfato sintase (FDS). O FDS e seus produtos sdo encontrados em organismos
procariotos e eucariotos, variando de uma copia génica encontrada na uva a cinco
no arroz, enquanto os produtos de CDS estdo presentes apenas em Anthemideae.
A CDS catalisa a formacao de crisantemila difosfato (CDP), e desempenha papel
importante na defesa contra insetos ¢ herbivoros, sendo o pesticida derivado de
plantas mais amplamente utilizado.

Outro exemplo de como a selecao positiva esta contribuindo para a aquisicao
de mutacdes benéficas durante o processo evolutivo envolvendo TPS, é com os
genes triterpenodides, onde alguns sitios representativos selecionados positivamente
foram localizados na regido catalitica. Esses padrdes mutacionais de assinatura
contribuem para as mudancas funcionais de proteinas e a diversificagdo dos genes
da farnesil pirofosfato sintase (FPS) entre as plantas terrestres, o que provavelmente
melhora a atividade das enzimas na via de biossintese dos triterpenodides quando as
plantas se adaptam aos ambientes terrestres. Os eventos de selegdo nas sequéncias
de codificagdo podem ser indicativos de como a diversidade de genes FPS entre as
plantas pode ser atribuida a divergéncia funcional devido a adaptacdo das plantas
aos seus ambientes de nicho (QIAN et al., 2017).

Elementos transponiveis também podem desempenhar um importante
papel na expansdo de genes (HOEN et al., 2006). Evidéncias sugerem que
MITEs (miniatura de elementos transponiveis com repetigdes invertidas) podem
desempenhar um papel na formacao e/ou regulacao de agrupamentos (clusters) de
TPS em eudicotiledoneas, podendo influenciar a arquitetura do genoma, a regulac@o
da expressdo génica e consequente diversificagdo metabolica (BOUTANAEY,
2018; JIANG et al., 2019). Outros mecanismos também foram propostos, como
a perda do dominio N-terminal, como por exemplo em trigo (7riticum aestivum)
que fornece um exemplo de perda de uma parte do dominio helicoidal conservada
na sequéncia, o dominio vy, visto que estd intimamente relacionado aos genes da
diterpeno sintase do arroz que retém a estrutura ancestral contendo trés dominios
(YBa), onde os dominios yp estdo na por¢do N-terminal e o dominio o na porgao
C terminal (HILLWIG et al., 2011) ou a fusao de dois dominios funcionais, como

¢ o caso de linalool sintase que parece ser um gene que evoluiu a partir de um
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evento de recombinagdo entre dois tipos diferentes de terpeno-sintases (CSEKE
etal., 1998).

Estudos futuros que visem estimar o quanto a das mudangas adaptativas se
reflete no genoma, precisardo incorporar comparagdes de sequéncias paralogas,
devido a importancia das duplicagdes génicas para a diversificagdo do metabolismo
secundario das plantas (KROYMANN, 2011). Além disso, a maioria dos trabalhos
concentram-se principalmente em locais “chave” que determinam a variabilidade
em uma unica etapa biossintética. Mas uma questdo desafiadora para o futuro
¢ como novas vias bioquimicas inteiras surgem no metabolismo secundério da
planta. Responder a esta questdo exigira uma analise rigorosa do metabolismo
secundario da planta e seus genes subjacentes em uma estrutura filogenomica
(KROYMANN, 2011).

6. EXPRESSAO DIFERENCIAL E MODULACAO DE TERPENOS

Os terpenos sdo amplamente distribuidos no reino vegetal, desde bridfitas
até plantas superiores, mas a variacdo quantitativa e qualitativa desses compostos
¢ bastante diversa. Essa diversificacdo no perfil de terpenos tanto inter e
intraespecificas, como entre diferentes tecidos e fases de desenvolvimento,
estdo associadas a funcdes fisiologicas, interagdes ecologicas e condi¢des de
estresse. Como apresentado, as terpeno sintases utilizam um conjunto restrito de
compostos como substrato, no entanto, sdo responsaveis por um repertorio vasto de
produtos. Porém, essa caracteristica por si so ¢ insuficiente para explicar tamanha
complexidade no perfil desses compostos, que envolve também sofisticados
sistemas genéticos e epigenéticos de variacdo e regulacdo (LORETO et al., 2009).

Frequentemente, plantas que emitem ou armazenam poucos terpenos sdo
associadas a um pequeno nimero de genes TPS, como Eutrema salsugineum que
possui 15 genes TPS identificados. Outras plantas que produzem uma mistura
mais complexa desses metabdlitos, tendem a conter um maior nimero de genes
TPS, como ¢ do eucalipto (E. grandis) com 70 genes funcionais putativos de
TPS. Todavia, com os avancos obtidos a partir de estudos de sequenciamento de
DNA e RNA em plantas, uma melhor caracterizacdo da familia TPS vem sendo

desenvolvida e evidenciando que trata de uma familia ainda mais complexa que o
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previsto, e que essa relagdo entre o nimero de genes TPS e o perfil dos terpenos
produzidos ndo parece evidente para muitas espécies (JIANG et al., 2019).

A variagdo nas caracteristicas quimicas de terpenos entre diferentes espécies,
gendtipos e tecidos sempre atraiu grande interesse e € historicamente estudada,
objeto de muitos artigos. J4 os estudos de sequenciamento em larga escala
focados na compreensao dos mecanismos responsaveis por essa variabilidade,
s80 incipientes, mas estdo evoluindo rapidamente.

Nos tltimos anos, dezenas de trabalhos utilizando abordagem transcriptomica
foram desenvolvidos, avaliando ndo s6 a expressao diferencial dos genes TPS,
como de vias relacionadas, incluindo as responsaveis pela producdo dos seus
precursores, ¢ de transporte. Esses estudos auxiliam na compreensdo entre as
diferencas caracteristicas dos quimiotipos (ou polimorfismo quimico) (BUSTOS-
SEGURA et al., 2017; PADOVAN et al., 2015; QIU et al., 2019), como também
em analises interespecificas (KEELING et al., 2011). Muitos esfor¢os também
estao sendo direcionado para avaliacdo do perfil diferencial de genes associados
a biossintese de terpenos em diferentes tecidos (ALLEN et al., 2019; JIANG et
al., 2019; KULHEIM et al., 2015), fases do desenvolvimento (GUO et al., 2020;
WIMBERLEY et al., 2020) e sob condic¢des de estresse (OATES et al., 2015;
ZHOU, H.-C. et al., 2020).

Para membros da familia Myrtaceae, estudos de sequenciamento em larga
escala sdo disponiveis para um conjunto restrito de espécies, ¢ dentre elas, o
eucalipto recebe grande destaque. Em 2015, Kiilheim e colaboradores realizaram
um estudo no qual descreveram a familia de genes TPS de Eucalyptus grandis e
compararam com uma segunda espécie, Eucalyptus globulus, um estudo pioneiro
para a compreensdo da variabilidade de terpenos desta familia.

Em relacdo a expressao génica, os autores confirmaram uma ideia ja bastante
documentada em estudos de composi¢do de 6leos essenciais, que genes TPS de E.
grandis sdo altamente expressos em tecidos verdes (botdes florais, brotos, folha
jovem e madura) e sdo majoritariamente pertencentes as subfamilias TPS-a, TPS-bl
e TPS-b2, produzindo mono-, sesqui- e hemiterpenos. No entanto, notaram também
que mais da metade dos TPS identificados eram expressos nas raizes, xilema e
floema, e para muitos desses genes TPS a expressdo foi tecido-especifica. Um

exemplo € que genes da subfamilia TPS-f foram encontrados expressos somente
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em raiz, evidenciando a importancia de estudos para compreender a fungdo das
terpeno sintases nesses tecidos (KULHEIM et al., 2015).

Nesse trabalho, os autores também avaliaram como ocorria a distribui¢ao
de genes TPS no genoma de E. grandis e E. globulus. Com isso, verificaram que
os genes TPS s3o organizados em clusters de tamanhos moderados a grandes e
que cada cluster envolve apenas genes da mesma subfamilia TPS. Além disso,
verificaram que em regides proximas a esses clusters, sdo encontrados genes
envolvidos em diferentes etapas na via biossintética de terpenos. E uma grande
evidéncia encontrada foi que um cluster de TPS-b também ¢ coincidente com
oito loci de caracteristica quantitativa (QTL) para monoterpenos foliares de
Eucalyptus nitens. Em conjunto, esses resultados apontam para o papel desses
clusters metabolicos na modulagdo de TPS e consequentemente de seus produtos
(KULHEIM et al., 2015).

Os clusters gendmicos de genes nao homologos ja foram bem descritos para
leveduras e fungos filamentos. Em plantas, os genes organizados nesses clusters,
codificam proteinas para varias etapas de vias biossintéticas para metabolitos
secundarios, e agora comecam a ser um tema emergente e particularmente
interessante para o estudo de TPS em Myrtaceae (TAKOS & ROOK, 2012). A
importancia desse tipo de organiza¢do genomica para a familia TPS foi corroborada
em outro estudo recentemente publicado, no qual os autores encontraram ampla
conservacao desses clusters envolvendo TPS, quando compararam a espécie
Corymbia citriodora subsp. Variegata (um tipo de eucalipto), com as duas espécies
do género Eucalyptus (E. grandis e E. globulus) com genoma sequenciado. Além
de terem encontrado grande semelhanca em niimeros de genes TPS, representagdo
de subfamilia e posicao fisica dos genes nos cromossomos (BUTLER et al., 2018).

Outro trabalho que teve como objetivo a compreensdao dos mecanismos
moleculares envolvidos na biossintese de terpenos em Myrtaceae foi publicado
por He e colaboradores. Para esse estudo, os autores utilizaram o transcriptoma de
folhas de Rhodomyrtus tomentosa, uma planta medicinal de origem perene muito
utilizada na China e caracterizada pelo alto teor de terpenos, para identificar 138
genes possivelmente envolvidos na biossintese de terpenos na espécie, incluindo
sete genes TPS potencialmente envolvidos na ultima etapa na biossintese de pineno

e cariofileno. Nesse trabalho os autores caracterizaram as sete terpeno sintases
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em ensaios in vitro, e descobriram pela analise de alinhamento de sequéncia que
trés delas (RtTPS1, RtTPS3 e RtTPS4) ndo possuem peptideos sinais N-terminais
tipicos (62-64aa), provavelmente produzindo varios isdmeros e enantiomeros
por isomerizagdo de terpendides, o que pode impactar de forma significativa na
diversidade desses compostos (HE et al., 2018).

Uma outra abordagem que auxilia na elucidagdo de componentes e
mecanismos envolvidos na biossintese e modula¢do dos terpenos sdo estudos
acerca dos quimiotipos para membros da mesma espécie. Plantas de diferentes
quimiotipos sdo comuns em varias familias, incluindo Myrtaceae, Rutaceae e
Lamiaceae. Exemplos bem caracterizados ocorrem para as espécies Thymus vulgaris
(tomilho) e Melaleuca alternifolia (tea tree), que exibem varios quimiotipos com
base em sua composi¢ao de monoterpeno (KESZEI & HASSAN; FOLEY, 2010;
TRINDADE et al., 2018). Os principais fatores relacionados a essa modulagio
diferencial sdo a variabilidade genética individual e a expressdo diferencial, sendo
esse ultimo mais complexo e dificil de ser estudado, pois envolve mecanismos
genéticos e epigenéticos, que variam nao so entre individuos, como entre fases do
desenvolvimento, tipo celular e ainda sdo fortemente influenciados pelo ambiente
(BUSTOS-SEGURA et al., 2017).

Um importante trabalho desenvolvido nesse sentido para uma espécie de
Mpyrtaceae, comparou transcriptomas de trés quimiotipos de terpeno cardinal
de Melaleuca alternifolia em diferentes tecidos (folhas jovens, folhas maduras
e caule) e avaliou a abundancia de transcritos em relacdo ao perfil constitutivo
de terpenos. Os autores encontraram expressao diferencial significativa entre os
quimiotipos, envolvendo varias classes de genes, com destaque para os fatores
de transcri¢do que representam 4% desses genes. Em folhas jovens, houve uma
maior expressao diferencial de genes TPS, reforcando a ideia de maior atividade
dessa classe de metabolitos em tecidos novos (BUSTOS-SEGURA et al., 2017).

No entanto, esse estudo surpreendeu quando demonstrou que um pequeno
numero de genes parece estar envolvido na diferenga de perfil de terpeno entre os
quimiotipos, principalmente entre o quimiotipo 1 (dominado por terpinen-4-ol)
e o quimiotipo 5 (dominado por 1,8-cineol). Isso porque, quando os tecidos de
folha jovem desses representantes foram comparados, apenas 11 genes estavam

diferencialmente expressos, e oito deles também estavam diferencialmente
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expressos entre os quimiotipos 5 ¢ 2 (dominado por terpinoleno). Porém, desses
11 genes, oito foram anotados como genes TPS com maior expressao nas amostras
do quimiotipo 5, demonstrando que esse quimiotipo € responsavel pela maior parte
dos genes diferencialmente expressos nos trés quimiotipos. Além disso, ndo foi
encontrado nenhum gene diferencialmente expresso em folhas maduras e caules
entre os quimiotipos 1 e 5. Sugerindo assim, que outros aspectos além da expressao
génica estdo envolvidos na variacdo dos quimiotipos, incluindo a estabilidade
de proteinas e metabolitos, cinética enzimatica e regulacdo pos-traducional
(BUSTOS-SEGURA et al., 2017).

Avangos em estudos envolvendo reguladores transcricionais também tém
auxiliado na elucidacdo da modulacdo da biossintese de metabolitos secundarios,
incluindo terpenos. Estudos recentes demonstraram o papel de alguns fatores de
transcrigdo (FTs) na biossintese de terpenos, entre eles estdo membros das classes
AP2/ERF (PAUL et al., 2020; ZHANG et al., 2019), bZIP (HAO et al., 2019;
ZHOU et al., 2015), MYC (ALFIERI et al., 2018; XU et al., 2018), ¢ WRKY
(ALFIERI etal., 2018; XU et al., 2004). Interessantemente, varios FTs que regulam
o metabolismo secundério sdo responsivos a hormdnios vegetais e evidenciam
relevantes mecanismos de integragdo. Um exemplo ¢ o MYC2, um importante
regulador transcricional em Arabidopsis envolvido nas vias de sinalizacdo por
acido jasmonico e acido abscisico, e que esta associado a ativag@o de genes da via
MEP, associado a biossintese de diterpenos do tipo abietano (ALFIERI et al., 2018;
KAZAN; MANNERS, 2013). Outra familia ¢ a WRKY, uma classe especifica de
plantas e caracterizada pelo envolvimento na sinalizagdo por acido salicilico e
importante papel na resposta ao estresse bidtico e abiotico (SCHLUTTENHOFER
& YUAN, 2015).

Nesse sentido, alguns trabalhos envolvendo membros da familia Myrtaceae,
em estudos globais de expressao diferencial também indicaram o papel de fatores
de transcrigdo no perfil diferencial de terpenos (BUSTOS-SEGURA et al., 2017;
KULHEIM et al., 2015; PADOVAN et al., 2015). Um exemplo importante foi
o estudo publicado por Padovan e colaboradores (2015), no qual investigaram,
por analise de transcriptoma, mosaicos de eucalipto de duas espécies bastante
relacionadas, Eucalyptus melliodora e um E. sideroxylon. Esses mosaicos

apresentam diferencas fenotipicas notdrias e bastante conhecidas na resisténcia
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a herbivoros, associada principalmente ao perfil diferencial de terpenos. Esse
trabalho mostrou que apesar da estreita relagdo entre as duas espécies, existem
grandes diferencas nos padrdes globais de genes e na regulacdo da via de
biossintese de terpenos (PADOVAN et al., 2015). Dentre as possiveis explicagdes
para essas diferencas, o grupo identificou fatores de transcri¢do pertencentes a 12
familias diferencialmente expressas entre as folhas resistentes e suscetiveis nas
duas espécies, sendo a maioria pertencente a familia do fator de transcricdo SRF
(serum response factor) entre as folhas dos dois ramos em E. melliodora e a familia
do fator de transcricdo WRKY em E. sideroxylon. Além disso, também foram
encontrados FTs diferencialmente expressos contendo os dominios de ligagdo
MYB e WRKY, ja relatados previamente por interagir diretamente com terpeno
sintases e com outros genes envolvidos na biossintese de metabolitos secundarios
em plantas. Portanto, existe um forte indicio que esses FTs podem desempenhar
um papel importante no desenvolvimento e manuten¢do do mosaicismo fenotipico
(PADOVAN et al., 2015).

Outros aspectos, além da expressdo génica, podem estar associados a
versatilidade no perfil dos terpenos, incluindo a regulagao epigenética (FORESTAN
et al., 2016). Desde o advento do sequenciamento de nova geragdo, e abordagens
computacionais de processamento de dados em grande escala, um grande niimero
de sequéncias de micro RNAs foram descobertas. Esses pequenos RNA nao
codificadores desempenham importante fungdo em processos biologicos cruciais
de plantas, incluindo crescimento e desenvolvimento, respostas ao ambiente, como
também biossintese e acumulo de flavonodides, alcaldides e terpenos (CHEN et al.,
2020; GUPTA et al., 2017; SAMAD et al., 2019).

Fatores adicionais ainda podem envolver a estabilidade das proteinas
envolvidas na via, cinética enzimatica diferencial, regulacdo pos-traducional e,
finalmente, o sistema de transporte dessas moléculas, uma vez que os terpenos
sdo ativamente transportados entre as células, principalmente nas espécies com

estruturas especializadas de armazenamento e secrecdo (PADOVAN et al., 2017).

22



PPGGM

7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Para organismos imdveis como plantas, a maioria dos genes que participam
da produc¢do de metabolitos secundarios especializados envolvidos nas interagdes
ecoldgicas, oferecem uma enorme vantagem para adaptacdo, melhorando seu
repertorio de defesa quimica para protegdo contra uma gama mais ampla de
predadores (VATTEKKATTE et al., 2018). Nos ultimos anos, muito progresso
foi feito no que diz respeito a elucidacao das vias metabdlicas, enzimas e genes
envolvidos na producdo de terpenos, principalmente em espécies economicamente
e industrialmente importantes (CHEN et al., 2007; JIANG et al., 2019).

Dados gendmicos revelaram diferentes numeros de TPSs, associados a
grande variabilidade desses genes entre as espécies, com diferentes mecanismos de
expansdo que contribuem para uma evolugdo dindmica da familia de TPS, podem
explicar em parte como surge a enorme diversidade encontradas nos compostos
dos 6leos essenciais, entre diferentes espécies e visualizada até mesmo dentro de
uma Unica espécie com diferentes quimiotipos (TRINDADE et al., 2018; JIANG
et al., 2019).

Conjuntamente com essas caracteristicas, estudos de expressdo génica
demonstraram que muitos outros mecanismos de controle, sejam pré-
transcricionais (como a modificagdo de cromatina), transcricionais (como o0s
fatores de transcri¢do), pos-transcricionais e epigenéticos (como os miRNAs), e
pos-traducionais (como as modificagdes nas proteinas) podem também influenciar
o contetido dos compostos do 6leo essencial. Evidenciando que existe um campo
vasto e pouco explorado que precisa ser conquistado para que um conhecimento
solido sobre esses sistemas biossintéticos, seja alcangado.

Estudos de sequenciamento em larga escala para membros da familia
Myrtaceae tém contribuido para um avanco significativo do conhecimento
referente as terpeno sintases. Embora ainda sejam incipientes, estdo em rapida
expansao, visto que nos ultimos cinco anos, foram publicados mais de seis trabalhos
envolvendo a familia TPS, seja por analise de novo gendmica (KULHEIM et al.,
2015; CALVERT et al., 2018; BUTLER et al., 2018; THRIMAWITHANA et al.,
2019) ou por analise de transcriptoma (HE et al., 2018; GUZMAN et al., 2014).

Essas informagdes mostram que existe uma importante abundancia e diversidade de
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genes TPS em Myrtaceae e isso possivelmente € refletido na produgio de terpenos.
Entretanto, estudos de caracterizacdo enzimatica, de estrutura proteica, além de
estudos genéticos populacionais da varia¢do dos terpenos precisam ser realizados
nesta familia, principalmente em espécies pouco estudadas dos neotrdpicos.

Avangos nesses conhecimentos sao importantes para a industria de 6leo
essencial, que pode fazer uso de bases genéticas, para obter espécimes com
caracteristicas mais vantajosas, além de auxiliar na triagem de individuos com
rendimento e qualidade ideais de 6leo em populagdes naturais. Essa triagem
pode ser realizada antes do plantio e da maturagcdo do quimiotipo foliar, e que as
geracdes subsequentes podem ser rastreadas para manter as caracteristicas ideais,
apesar da polinizacdo aberta, principalmente se tratando de melhoramento de
espécies arbdreas que tem um processo inerentemente lento, com longos tempos
de geracdo (PADOVAN et al., 2017).
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1. INTRODUCAO

A metabolomica ¢ uma area de estudos que integra o campo de pesquisas
das ciéncias chamadas “Omicas”, que incluem essencialmente a genOmica,
transcriptdmica e protedmica. Todas as abordagens dmicas visam compreender
o papel das moléculas bioldgicas de um organismo e sua resposta a alteracdes
genéticas e estimulos ambientais (ROESSNER; BOWNE, 2009).

Por defini¢do, metabolomica é o estudo abrangente que visa a identificagdo
e quantificacdo de todas as moléculas de baixa massa molecular (<1500 Da),
conhecidas como metabdlitos, em um sistema biologico (FIEHN, 2001). Neste
sentido, o estudo de metabolomica se destaca das demais abordagens 6micas,
pois a identificag@o e quantificagdo dos metabdlitos refletem diretamente o estado
funcional da fisiologia de um organismo (FIEHN, 2001; NICHOLSON; LINDON;
HOLMES, 1999).

A metabolomica ainda se destaca como uma area de estudos interdisciplinar
com diversas aplicacdes em diferentes areas do conhecimento como analises
clinicas, alimentos e nutri¢ao, esportes, ambiental, toxicologia forense, ou analise
de organismos patoldgicos (parasitas, bactérias, fungos), entre outras (CANUTO
et al., 2018). Neste capitulo serd abordado o uso da metabolomica para o estudo
de plantas e sua interacdo com o ambiente.

As plantas sdo constantemente submetidas a condigdes ambientais que afetam

seu desenvolvimento e produtividade. Tais condi¢des incluem fatores bioticos,
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como a infec¢@o por patdogenos e o ataque de herbivoros, e fatores abioticos, como
a seca, salinidade, temperatura, deficiéncia de nutrientes ou metais toxicos no solo
(WANG; VINOCUR; ALTMAN, 2003; ZHU, 2016). Como resposta ao estresse,
as plantas comumente ativam mecanismos de defesa induzindo o acimulo e/
ou reducdo de compostos do metabolismo primario e secundéario que podem ser
identificados através da andlise do perfil metaboldmico (do inglés metabolite
profile) (HARRIGAN; MARTINO-CATT; GLENN, 2007; LISEC et al., 2006).

Portanto, a andlise metabolémica aplicada ao estudo da biologia vegetal é
uma abordagem que se mostra muito util, pois além de auxiliar no entendimento
do metabolismo desses seres vivos, também pode trazer melhorias em termos de
otimizagdo dos cultivares (SIMO et al., 2014).

2. ABORDAGENS EM METABOLOMICA DE PLANTAS

Apesar do estudo de metabdlitos ndo ser algo novo na ciéncia, o termo
metabolomica foi definido pela primeira vez em 2001 por Oliver Fiehn e
colaboradores do Max-Planck Institute of Plant Physiology como sendo a analise
abrangente e quantitativa de todos os metabolitos de um sistema biologico (FIEHN,
2001). Do ponto de vista pratico, devido as limita¢des instrumentais, complexidade
e variedade quimica dos metabolitos, ainda ndo € possivel quantificar todos os
metabolitos existentes em uma amostra em uma Unica analise. Estima-se que,
apenas no reino vegetal existam, aproximadamente 200,000 metabdlitos com
propriedades e estruturas quimicas diferentes (FIEHN, 2001) e algo em torno
de 15,000 dentro de uma espécie de planta individual (FERNIE, 2007), o que
torna desafiadora a tarefa de caracteriza-los. Assim, surgem na literatura diferentes
abordagens orientadas para o estudo de metabolitos (Figura 1), tais como perfil
metabolico ou metabondmica, impressao digital metabolica (do inglés, metabolic
fingerprint), endometabolomica (metabdlitos intracelulares) e exometabolomica
(do inglés, footprint que sdo os metabolitos extracelulares). Contudo, independente
do tipo de abordagem, os estudos em metabolomica se fundamentam na analise
comparativa de um ou mais estados de um sistema biologico para identificar
possiveis biomarcadores relacionados a alteragdes genéticas e/ou ambientais
(CANUTO et al., 2018; LISEC et al., 2006). A escolha da abordagem ¢ definida
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pelo objetivo do estudo e, consequentemente, determinara a escolha do método de
preparo de amostras, na técnica analitica e no tratamento dos dados (CANUTO et
al., 2018; KRASTANOYV, 2010).

Impressao digital

Perfil metabolico . Metaboldomica
metaboblica
VW N 4 W
. ~ (1 Comparagio de forma Avalia qualitativamente
Identificagdo, analise e o o
. ~ rapida e completa do e quantitativamente o
quantificagdo de Lo
o metaboloma, sem a maior numero de
metabolitos em rotas : : NS pr:
o - identifica¢do individual metabolitos de modo
ioquimicas especificas. d LS
0S COMpOstos. indiscriminado.

Figura 1: Abordagens utilizadas para identificagdo e quantificacdo de metabolitos.

2.1. Perfil Metabolico

O termo “perfil metabdlico” € originario do inglés profile metabolic. Essa
denominacdo foi inicialmente proposta por Horning & Horning (1971), a partir
da utilizagdo de métodos de cromatografia em fase gasosa (GC) no estudo de
metabdlitos humanos. Atualmente, perfil metabolico tem sido definido como
a identificagdo, analise e quantificacdo de metabodlitos em rotas bioquimicas
especificas ou metabolitos predefinidos pertencentes a uma determinada classe
(carboidratos, lipidios, aminoacidos etc.) (CANUTO et al., 2018; FIEHN, 2002;
KAISER et al., 2008).

Os estudos cujo objetivos estdo voltados para a identificacdo de perfis
metabdlicos se baseiam na comparago entre grupos experimentais para determinar
as variacoes de metabolitos. Estas comparagdes se dao por meio da utilizacao de
um grupo teste (amostras susceptiveis a alteragdes), que seria o objeto de estudo
e um grupo controle (amostras ndo alteradas) (CANUTO et al., 2018). Liu et
al., (2019) avaliaram os metabolitos produzidos em regides responsaveis pela
adesdo das raizes ao solo em condi¢des de estresse hidrico. Para isso, comparam

o perfil metabolico de dois ecotipos de gramas (Panicum virgatum L) por meio
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de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). Os
resultados evidenciaram alteragdes nos niveis de agticares, aminoacidos e acidos
organicos em resposta ao estresse hidrico.

Um estudo realizado por Nardozza et al., (2013) identificou varia¢des nos
niveis metabdlicos durante o desenvolvimento de kiwis (Actinidia Lindl. Spp.).
Os resultados mostraram um aumento na concentragdo da glicose durante o ciclo
celular. Quando houve a diminui¢ao dos niveis de glicose houve um aumento no
acimulo de amido. A partir dos resultados obtidos, os autores concluiram que
a utiliza¢do do estudo de perfis metabdlicos € relevante para o melhoramento

genético de caracteristicas de qualidade da fruta.

2.2. Impressiao Digital Metabdlica

Os termos “impressdo digital metabolica” ou ‘fingerprinting metabolic”
sdo utilizados quando ¢ feita uma comparacdo de forma rapida e completa dos
sinais de detec¢do dos metabolitos, sem a identificagdo dos compostos que
originaram estes sinais (CANUTO et al., 2018; FIEHN, 2002; KRASTANOYV,
2010). O desenvolvimento dessa abordagem requer a utilizagdo de instrumentos
analiticos com alta resolugao. Para isso, faz-se o uso de técnicas como ressonancia
magnética nuclear (RMN), espectrometria de massa (EM) ou espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier (F7-IR) (FIEHN, 2001; ZHANG et
al., 2012).

No estudo de metabolomica de plantas, a utilizagdo da abordagem de
impressao digital metabolica tem sido feita em diferentes areas. Safer et al., (2011)
fez o uso da associacdo de técnicas CG-EM e RMN para revelar informagdes a
respeito dos padrdes metabolicos em 11 espécies de Leontopodium alpinum. Esta
planta é comumente utilizada na medicina popular. Os resultados revelaram dois
grupos de espécies. No grupo A foram identificados acidos graxos e sacarose e no
grupo B foram identificados 4cido caurendico e seus derivados, indicando que o
método oferece informagdes valiosas sobre os padroes metabodlicos das diferentes

espécies.
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2.3. Metabolomica

A metabolomica nao alvo especifica (do inglés, untargeted metabolomics)
avalia qualitativamente e quantitativamente o maior nimero de metabolitos de
modo indiscriminado, sendo que, estes metabolitos podem fazer parte de classes
quimicas diferentes (CANUTO et al., 2018; PILON et al., 2020). Por outro lado,
a metabolomica alvo especifica (do inglés, targeted metabolic) ¢ definida como a
quantificagdo precisa de um, ou um pequeno conjunto de metabolitos previamente
selecionados de uma classe ou rota metabdlica especifica (CANUTO et al., 2018;
KRASTANOV, 2010). Geralmente estes metabolitos estdo associados a resposta
a um estimulo (PILON et al., 2020).

Os estudos metabdlicos t€ém grande importancia em diferentes areas do
conhecimento. French, Harvey e McCullagh (2018), trabalhando com plantas,
utilizaram a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria
de massa (CLAE-EM) para estudar o perfil metabdlico de 17 espécies utilizadas
no combate a doengas em gados. Os resultados revelaram uma variedade de
metabolitos secundarios cujos compostos apresentam propriedades antimicrobiana
e anti-helmintica. Baseado nisso, os autores concluiram que estes compostos
podem ser incluidos na alimentagdo utilizada pelos animais por meio da engenharia

metabolica.
3. INSTRUMENTACAO ANALITICA

Virias técnicas analiticas podem ser empregadas na analise metabolomica,
contudo as técnicas mais difundidas sdo a ressonancia magnética nuclear (RMN) e
a espectrometria de massas (EM). Esta ultima ¢ mais comumente utilizada hifenada
a alguma técnica de separacdo, mais comumente a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE, do inglés HPLC) ou a cromatografia em fase gasosa (CQG).
Existem vantagens e limitacdes associadas a cada técnica e, mais importante,
ainda ndo hd um método unico capaz de analisar todas as classes de metabolitos
presentes no metaboloma (CANUTO et al., 2018; LISEC et al., 2006). O tipo de
amostra e, por consequéncia, o preparo de amostras influenciam diretamente na

escolha da técnica analitica.
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3.1. Espectrometria de massas

A EM ¢ uma técnica analitica em que moléculas de uma amostra sdo
convertidas em ions em fase gasosa, que sdo subsequentemente separados no
espectrometro de massas de acordo com sua razdo massa (m) sobre a carga (z),
m/z. O resultado ¢ apresentado na forma de um grafico, denominado espectro de
massas, que mostra a abundancia (intensidade) relativa de cada ion que aparecem
como picos (eixo y) em funcdo da razdo m/z definidos (eixo x) (Figura 2). Esses
espectros sao usados para determinar a assinatura elementar ou isotdpica de uma
amostra, as massas das particulas e das moléculas e para elucidar a identidade
quimica ou estrutura das moléculas (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009). O
espectro de massas poder ser obtido para razdes m/z tanto no modo positivo quanto
no negativo, sendo o positivo mais comumente empregado em metabolomica.

Um EM consiste, basicamente, de trés componentes, sendo eles uma fonte de
ionizacdo, um analisador de massa e um detector, todos submetidos a alto vacuo.
A fonte de ionizacdo converte uma parte da amostra em ions em fase gasosa.
Existe uma grande variedade de técnicas de ionizagdo, dependendo da natureza
fisica da amostra (s6lida, liquida, gasosa) e da eficiéncia de varios mecanismos de
ionizagdo para as espécies desconhecidas. Apds a formagdo dos ions, estes, sdo
entdo direcionados através do analisador de massas para o detector. As diferencgas
nas massas dos fragmentos permitem que o analisador de massas separe os ions
de acordo com sua razdo m/z (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009; ZHOU et
al., 2012). Diversos analisadores de massas estdo disponiveis comercialmente
(PILON et al., 2020), contudo os mais utilizados em estudos de metabolomica
de plantas s@o os analisadores por tempo de voo (do inglés, time of flight -ToF)
e o tipo quadrupolo (LISEC et al., 2006). A EM, ao contrario da RMN, ¢ uma
técnica destrutiva, ou seja, ndo ¢ possivel recuperar as amostras ap6os a analise.
A EM pode ser usada isoladamente, por meio da insercdo direta da amostra no
instrumento, contudo, quanto associada a uma técnica de separagdo ha uma

melhora na identifica¢do e quantificagdo dos metabolitos.
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Figura 2: Espectro de massas do derivado ribitol-STMS. Obtido apds reacao de
derivatizagdo para andlise por CG-EM. Fonte: (NIST CHEMISTRY WEBBOOK,

[s.d.])

Em todas as técnicas cromatograficas, os componentes de uma mistura sdo
separados por uma dindmica diferencial do processo migratoério em um sistema
contento uma fase movel (FM), que pode ser um gas, liquido ou fluido supercritico,
e uma fase estacionaria (FE) imiscivel fixa, colocada em uma coluna ou sobre
uma superficie solida. A amostra se dilui na FM que ¢, entdo, forcada a passar
através da FE. Os componentes da amostra possuem mobilidades distintas devido
as diferentes interagdes existentes com a FE e / ou a FM. Os componentes que
interagem mais fortemente com a FE movem-se mais lentamente no fluxo da FM
e aqueles que interagem mais fracamente com a FE se movem mais rapidamente
(HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009). Na CG, a FM ¢é um gas inerte, geralmente
He, N, ou H,, ja na CLAE a FM ¢ composta por um solvente organico ou uma

solucdo aquosa ou uma mistura entre eles.
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3.1.1. Cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM)

A compatibilidade dos requisitos instrumentais e de funcionamento, permitiu
um acoplamento relativamente simples entre 0 CG ¢ o0 EM. Em um instrumento
CG-EM a saida da coluna capilar ¢ diretamente conectada a fonte de ionizagao do
espectrometro (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009). Para fins de padronizagao
de resultados, existem protocolos especificos que orientam os trabalhos em
metabolomica. A fonte de ionizagdo mais utilizada ¢ a de ionizacao por elétrons
(IE) com energia padronizada em 70eV, os analisadores de massas mais utilizados
s30 o quadrupolo simples e o ToF. As colunas capilares mais utilizadas sdo as de
silica fundida composta por 5% de grupos fenil ou 35% de polidimetilsiloxano
junto com uma pequena coluna de guarda para aumentar a sensibilidade (FIEHN,
2016; LISEC et al., 2006; PILON et al., 2020). A Figura 3 mostra um tipico
instrumento de CG-EM do tipo quadrupolo.

(A) (B)

injetor de interior do interior do espectrometro
amostra cromatégxafo a gas de massas

entrada da fase

fontede  analisador de
movel - gds He \\ ionizagdo massas detecty
I etector
| W e
[ ( [ ( coluna capilar ‘ \ ] = i
il \ /
\ 7

‘\‘ =

— - alto vacuo
forno aquecido

Figura 3: (A) Cromatdgrafo em fase gasosa acoplado ao espectrometro de massas.

(B) Esquema do interior do forno do CG e do detector por EM.

A CG-EM tem sido amplamente empregada para a investigacdo do
metaboloma de plantas (LISEC et al., 2006), sendo considerado um método
robusto por meio do qual ¢ possivel a identificagdo e quantificagdo de algumas
centenas de metabolitos (compostos com massa até aproximadamente 650 Da) em
um unico extrato vegetal. Tal fato, resulta em uma cobertura abrangente das vias
centrais do metabolismo primario (LISEC et al., 2006), tais como os compostos

polares mono-, di- e tri-sacarideos, fosfatos de agtlicares, polidis, aminoacidos,
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acidos orgénicos e poliaminas (FIEHN, 2001; MOCO et al., 2007), no entanto, é
necessario uma etapa de derivatizacdo da amostra (descrito no topico de preparo
de amostras) a fim de tornar os compostos volateis para serem analisados.

Das diversas bibliotecas de compostos, a NIST14 (do inglés, Mass Spectral
Library collection of the U.S. National Institute of Standards and Technology)
¢ a mais ampla, porém, no que se refere ao estudo de metabolomica de plantas,
destaca-se a biblioteca GMD (do inglés, Golm Metabolome Database), mantida
pelo Max-Planck Institute of Plant Physiology que ¢ uma base de dados dedicada
a experimentos de perfil metabolico de plantas (HUMMEL et al., 2010; PILON
et al., 2020).

3.1.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas (CLAE-EM)

O acoplamento entre a CLAE e a EM s06 foi possivel apds o desenvolvimento
de interfaces compativeis entre os dois instrumentos e de fontes de ionizagdo em
pressdo atmosférica, sendo a ionizagdo por eletrospray (do inglés, electrospray
ionization - ESI) a mais comumente aplicada em estudos de perfil metabolomico
(PILON et al., 2020; ZHOU et al., 2012). A configuragao instrumental ¢ parecida
com a do CG-EM, com a diferenca que a FM ¢ um liquido e, portanto, o eluente
que sai da coluna cromatografica passa primeiro por uma interface, que reduz o
volume da vazao de solventes, para, em seguida, direcionar a amostra para a fonte
de ionizacao (Figura 4)

Para o estudo de metabolomica global, a coluna mais utilizada ¢ a
C18 (fase reversa) devido ao melhor poder de resolugdo para os compostos
de média polaridade em matrizes biologicas. A CLAE-EM ¢ adequada para
analise de compostos semi-polares (50 a 1500 Da), tais como acidos fendlicos,
flavonoides, esteroides glicosilados, alcaloides e outras espécies glicosiladas sem
a necessidade de qualquer tipo de derivatizagdo (PILON et al., 2020; ZHOU et
al., 2012). Também ¢ possivel analisar amostras apolares, contudo, ¢ necessario
a utilizagdo de uma coluna de fase normal e a fonte de ionizagdo mais adequada
¢ a de ionizacdo quimica a pressao atmosférica (do inglés, atmospheric-pressure
chemical ionization — APCI) (ZHOU et al., 2012).
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solventes: fase movel injetor automatico de
amostras interior do espectrometro de
massas

TrTT

Analisador de massas do
tipo quadrupolo

interface +
fonte de

ionizagdo

interior do cromatégrafo em fase coluna resultados: cromatograma
liquida de alta eficiéncia -CLAE cromatografica + espectro de massas

Figura 4: Esquema de um instrumento CLAE-EM. Adaptado de: (BUSTILLOS,
[s.d.]).

Os analisadores de massas empregados em CLAE-EM possuem, no geral,
alta resolugdo sendo possivel encontrar algumas configuracdes instrumentais
no modo tandem, ou sequencial, que combinam dois ou mais analisadores de
massas. Os analisadores modernos do tipo ToF, Orbitrap, Transformada de Fourier
de ressonancia ciclotron de ions (do inglés, Fourier transform ion cyclotron
resonance mass spectrometry - FT-ICR) e triplo quadrupolo geram espectros de
alta resolucdo, o que auxilia ainda mais a identificacdo dos metabdlitos (ZHOU
et al., 2012).

Embora os métodos baseados em CLAE-EM apresentem faixa mais ampla de
metabolitos detectaveis, as bibliotecas espectrais sdo significativamente menores
em tamanho quando comparadas com as de CG-EM. Além disso, possuem menor
reprodutibilidade dos tempos de retencdo e sdo mais suscetiveis aos efeitos de
supressao de ions devido ao uso predominante de ionizagao por spray de elétrons,
0 que torna a quantificagdo precisa mais dificil (LISEC et al., 2006; ZHANG et
al., 2012; ZHOU et al., 2012).
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3.2. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A ressondncia magnética nuclear (RMN) ¢ uma técnica espectroscopica
qualitativa e quantitativa altamente reprodutivel, ndo destrutiva e ndo seletiva,
ou seja, € possivel recuperar a amostra apds a analise e ndo depende das
caracteristicas quimicas dos compostos observados, como polaridade e acidez
(pKa) (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009; PILON et al., 2020). Amplamente
aplicada para elucidacio de estruturas quimicas, a técnica baseia-se na medida
fisica da ressondncia de nucleos magnéticos, tais como 'H, BC, N, “F ou 3'P,
quando submetidos a um campo magnético externo/forte (HOLLER; SKOOG;
CROUCH, 2009).

Tomemos como exemplo o RMN 'H (Figura 5). A quantidade de sinais
mostra quantos tipos diferentes de hidrogénios estdo presentes na molécula/
amostra. A localizac¢ao dos sinais nos revela o ambiente quimico do hidrogénio, se
o nucleo do hidrogénio € protegido ou desprotegido. A intensidade do sinal mostra
a quantidade de hidrogénios do mesmo tipo que estdo contribuindo para o sinal. O

desdobramento do sinal mostra o nimero de hidrogénios dos atomos adjacentes.
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Figura 5:Exemplos de espectro de RMN dos compostos puros 1,2 dicloroetano
(A), 1,1 dicloroetano (B) e da mistura de metabolitos observados durante analise

metabolomica (C).
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Os sinais obtidos no espectro de RMN sdo diretamente proporcionais a
concentracdo molar independente da caracteristica de um composto. A concentragao
absoluta de metabdlitos pode ser calculada por comparacao da intensidade do pico
de um padrao. O sinal do padrio pode ser obtido de diversas maneiras, sendo elas:
(a) adi¢do de padrao interno, onde o acido trimetilsililpropandico (TPS) além de
ser usado como referéncia para calibrar o deslocamento quimico no RMN também
pode ser utilizado como padrao interno; (b) adi¢do artificial de sinal apds aquisi¢ao
por método ERETIC (Electronic REference To access In vivo Concentrations);
(c) adicao artificial de sinal apos aquisi¢do por QUANTAS (QUANTification by
Artificial Signal); ou adigdo de sinal residual de solvente protonado (KIM; CHOI,
VERPOORTE, 2010; PILON et al., 2020).

A RMN se firmou como umas das principais técnicas no estudo de
metabolomica na area médica e farmacéutica pois, por ser uma técnica de
analise ndo destrutiva, ¢ possivel ser aplicada em analises in vivo (MARKLEY
et al., 2017). Em metabolomica de plantas, a RMN tem muitas aplicagdes sendo
usada na gendmica funcional e para discriminar plantas de diferentes origens ou
apos diferentes tratamentos (KIM; CHOI; VERPOORTE, 2010). No entanto, a
quantidade de trabalhos publicados utilizando a RMN sdo menores em comparacao
as técnicas de EM (ZHANG et al., 2012). Isto ocorre, em partes, devido a baixa
sensibilidade da técnica, o que a torna inadequada para a analise de metabolitos
de baixa abundancia (LISEC et al., 2006).

4. DAAMOSTRAGEM A INTERPRETACAO DOS DADOS
4.1. Planejamento experimental

Para que a analise metabolomica seja realizada com sucesso, independente
do organismo a ser analisado, um bom planejamento experimental (PE) ¢ essencial.
O PE ¢ a primeira etapa para a experimentacdo cientifica. Em metabolémica, o PE
deve ser elaborado levando em consideracao todas as etapas do estudo, uma vez
que cada escolha interfere nos resultados e na interpretagao dos dados obtidos. Essa
etapa envolve a escolha do tipo de amostra a ser utilizada (tipo de fluido bioldgico,

célula, tecidos, folhas, raizes etc.), a definicdo do nimero de amostras que serdao
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avaliadas e como essas amostras serdo coletadas e armazenadas antes da etapa de
extracdo (CANUTO et al., 2018). Uma vez que os experimentos metabolémicos
s0 caros, € crucial determinar o tamanho ideal da amostra para atingir o potencial
desejado para identificar metabolitos discriminantes sem desperdigar recursos.
Atualmente existem softwares capazes de determinar o tamanho amostral com base
nos objetivos e técnicas analiticas utilizadas no estudo, descartando a necessidade
de experimento piloto (NYAMUNDANDA et al., 2013).

4.2. Coleta da amostra e quenching metabdlico

O procedimento de coleta da amostra é uma etapa importante que pode levar a
resultados tendenciosos, sendo um dos principais fatores de erro em metabolomica
de plantas. Alguns fatores devem ser levados em consideragdo no ato da coleta,
como as condigdes fisicas, quimica, bioldgicas e geograficas do conjunto amostral
(PILON et al., 2020). Por exemplo, se o material a ser coletado estiver em casa
de vegetagdo ou em qualquer outro ambiente com variaveis supostamente
controladas, deve-se levar em conta que ainda assim pode ocorrer altera¢des
nos perfis metabolicos de plantas geneticamente idénticas devido ao fendmeno
chamado “efeito de borda”. Para evitar esses resultados, as plantas devem ser
periodicamente redistribuidas randomicamente entre o centro e as bordas da casa
de vegetacdo. No campo, onde as variaveis sdo dificilmente controladas, devem
ser selecionados locais para a experimentagdo em que sao oferecidas informagdes
adicionais, como caracteristicas do solo, altimetria, irradiagdo ultravioleta,
temperatura etc. (PILON et al., 2020).

Um passo importante, geralmente realizado durante a coleta das amostras,
¢ chamado de quenching metabolico, que se refere a interrup¢ao imediata da
atividade enzimatica, por meio da adigdo de solventes organicos resfriados ou
do congelamento imediato das amostras com uso de gelo seco ou nitrogénio
liquido. As amostras coletadas devem ser devidamente armazenadas em baixas
temperaturas (-80 °C ¢ muito utilizado), para evitar degradagdo ou ativagdo de
enzimas (CANUTO et al., 2018). Protocolos de amostragem e armazenamento
inadequados podem levar a resultados tendenciosos devido a conversdo ou
degradagdo de metabolitos. Sendo assim, a manipulagdo precisa ser rapida o

suficiente para garantir que o perfil metabdlico reflita as condic¢des in vivo.
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4.3. Secagem e homogeneizagao

Umas das principais desvantagens na preparacao de amostras para analises
metabolomicas ¢ a falta de referéncias ou abordagens convencionais a serem
aplicadas, isso ocorre devido a grande heterogeneidade amostral existente em
experimentos de metabolémica. Com relagdo a metabolomica de plantas, a grande
variedade de amostras disponiveis, por exemplo, folhas, raizes, seiva, frutas,
caules, tubérculos, flores e materiais derivados (por exemplo, 6leo, vinho, resinas),
além da variedade de espécies, refletem no grande niimero de pesquisas neste
campo (ALVAREZ-SANCHEZ et al. 2010).

Ciclos de congelamento/descongelamento de amostras devem ser evitados
em protocolos de metaboldmica. Para amostras com altos niveis de humidade,
como ¢ o caso das plantas, a liofilizagdo é recomendada para melhorar sua
estabilidade. Amostras liofilizadas guardadas por determinado tempo devem ser
liofilizadas novamente antes da analise, devido a sua capacidade de absorcao de
humidade durante o armazenamento (ALVAREZ-SANCHEZ et al., 2010).

As amostras devem ser padronizadas com relagdo ao tamanho do tecido,
tal fato garante a homogeneidade amostral na extragdo. Essa padronizacdo pode
ser obtida triturando ou moendo a amostra de tecido com a ajuda de almofariz e
pistilo, que sdo muito utilizados em metabolomica. Esse controle granulométrico
garante a proporcionalidade da drea de contato entre a matriz e o solvente extrator.
De forma ideal, o processo de coleta e preparagdo da amostra deveria ser seguido
imediatamente pelo processo de extracdo, mas como muitas vezes iSso nao é

possivel, as amostras podem ser armazenadas em freezer -80 °C.
4.4. Processo de extra¢ao

O método de extragdo mais popular ¢ a extragdo por solvente. Existem varios
aspectos a serem considerados antes da extra¢do, como as caracteristicas do solvente
selecionado, relag@o solvente e amostra, duracao da extragdo, temperatura, dentre
outros. O grande desafio da metabolomica é o fato de que o metaboloma consiste
em uma ampla variedade de compostos com niveis e polaridades muito diferentes.

Sendo assim, sera necessaria a utiliza¢do de diferentes solventes, que poderao ser

48



PPGGM

selecionados de acordo com a classe de compostos a que se deseja estudar (Figura
6). Outro aspecto a ser considerado ¢ a taxa de dissoluc¢do do solvente escolhido.
A taxa de dissoluc@o pode ser lenta, o que significa que é necessario aumentar a
duragdo da extragdo, ou adicionar energia ao sistema aumentando a temperatura
(aquecimento convencional ou micro-ondas) ou tratamento ultrassonico (KIM and
VERPOORTE, 2010). Os solventes também sdo selecionados baseado em suas
propriedades fisico-quimicas, como polaridade, seletividade e toxicidade. Essa
escolha ird influenciar diretamente as plataformas analiticas que serdo utilizadas,

além da analise dos dados.

Eter, cloroférmio Acetado de etila c
Hexano L ’ Etanol, metanol Agua
e diclorometano acetona
Terpenos. ;
- STpenos, A Peptideos,
Gorduras, fenois simples, Glicosideos, .
Compostos de e proteinas,
terpenos clorofila, . polifendis ou - .
. . . polaridade . polissacarideos
lipossoluveis, agliconas, . s triterpenos, -
. . intermedidria. : e metabolitos
carotenoides. alcaloides taninos.

basicos. polares.

Figura 6: Perfil de metabdlitos extraidos por diferentes solventes.

Para a extragdo de acido-base, por exemplo, a utilizagdo do acido perclorico
¢ eficiente em plantas para a identificacdo de metabolitos primarios. A extragdo
com acido perclorico desnatura as proteinas, resultando, assim, em um extrato
livre de proteinas. Naturalmente, esse tipo de extragdo ¢ apropriado apenas para
metabolitos que sdo estaveis em condigdes acidas. Este tipo de técnica de extragdo
permitira apenas que os compostos polares, hidrofilicos ou béasicos sejam analisados
(MUSHTAQ et al., 2014). No caso de solventes aquosos, o pH ¢ um importante
fator, pois condi¢des acidas ou basicas podem levar ao surgimento de varios
tipos de artefatos. Por exemplo, o metabolito comum acido clorogénico (acido
5-cinamoil-quinico) ¢ facilmente convertido nos isomeros 3- e 4- (VERPOORTE
et al., 2008).
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Para a extragdo de metabodlitos moderadamente polares, apolares ou
hidrofobicos, solventes organicos devem ser utilizados. Utilizando um sistema de
solvente de duas fases com dgua-metanol-cloroférmio, além dos metabdlitos polares
hidrofilicos, os compostos apolares também podem ser extraidos simultaneamente.
Outras vantagens incluem a compatibilidade da maioria dos solventes organicos
com todas as plataformas analiticas, incluindo CG-EM, CLAE-EM, CLAE,
RMN e eletroforese capilar (EC), facilidade de evaporagdo do solvente, auséncia
de precipitados de sais e estabilidade aumentada dos metabolitos extraidos
(MUSHTAQ et al., 2014). O uso de alcoois, especialmente metanol, etanol e em
menor grau isopropanol, sozinhos ou mais comumente em misturas com proporgoes
variaveis de dgua, confere um alto poder de solubilizagdo que lhes permite extrair
uma ampla gama de metabdlitos, tais como agucares, acidos organicos, alcaloides,
compostos fenolicos, dentre outros (SZOPA et al., 2001; VORST et al., 2005). No
caso de analises de metabolitos polares em CG-EM, em que a escolha do solvente
¢ limitada as caracteristicas dos compostos volateis, etapas de derivatizagdo sdo
necessarias. De forma resumida, as derivatizagcdes ocorrem em duas etapas: i) a
metoximagao, em que a metoxiamina reduz a ciclizagdo de agucares e protege os
grupos carbonila e ii) a sililagdo, na qual os derivados de trimetilsilano substituem
hidrogénios acidos por grupos silanois, reduzindo o ponto de ebuli¢cdo dos analitos
(PILON et al., 2020).

Outras técnicas, utilizando meios mecanicos, podem ser empregadas para
aumentar a eficiéncia da extragdo. Ultrassom ¢ micro-ondas sdo comumente
usados em métodos de extracdo para fornecer energia auxiliar em amostras sélidas
e acelerar o processo de solubilizag@o. A extracdo assistida por ultrassom ¢ mais
rapida do que métodos classicos, como a extragdo Soxhlet. A tecnologia de micro-
ondas também ¢ eficiente como método de extracdo alternativo podendo ajudar
a reduzir o tempo de extracdo, melhorando as taxas de transporte de moléculas,
agitagdo molecular e aquecimento de solventes acima de seus pontos de ebuligdo
(HAE CHOI and VERPOORTE, 2014).

4.5. Pré-processamento dos dados

O pré-processamento dos dados ¢ uma etapa intermediaria entre a aquisicao

dos dados obtidos e a andlises estatisticas finais, com objetivo de melhorar a
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qualidade dos sinais identificados nas diversas metodologias analiticas, além de
reduzir a interferéncia de ruidos gerados durante a leitura, tornando assim os dados
comparaveis entre si. O pré-processamento garante a detec¢do e a quantificacao de
picos de alta qualidade, eliminando altera¢des causadas por variagdes encontradas
nas amostra e no equipamento utilizado (CRAIG et al., 2006; DE MEYER et al.,
2010; EBBELS; LINDON; COEN, 2011; WANG et al., 2012).

Durante o pré-processamento existem fungdes especificas para cada técnica
analitica, entretanto a grande maioria sdo gerais para as matrizes de dados, o que
permite aplicar diferentes func¢des e algoritmos de otimizag@o. Quando se trata de
dados obtidos por RMN, o referenciamento e faseamento sdo de grande importancia.
Os dados obtidos passam pelo célculo de transformada de Fourier (FT), onde os
dados s@o convertidos do dominio tempo para o dominio de frequéncia. Apos a
FT, é realizado o referenciamento (ou calibrag@o), que visa a corrigir variagdes
globais dos deslocamentos quimicos o que permite a correta comparagao entre os
dados analiticos de diferentes amostras. A calibragdo ¢ comumente realizada por
adi¢do de um padrao interno de deslocamento conhecido, como o tetrametilsilano
¢ hexametilsiloxano ou pelo deslocamento quimico do sinal residual do solvente
deuterado (PILON et al., 2020).

Por outro lado, nos dados obtidos por cromatografia cada sinal consiste
em valores de massa carga e intensidade. O pré-processamento na cromatografia
esta relacionada na deteccao de picos e, portanto, requer fungdes robustas e
reprodutivas para as trés dimensdes dos dados, ou seja, tempo, relagdo massa /
carga e intensidade dos picos (SMITH et al., 20006).

4.6. Correcao de linha de base

Em RMN, distor¢oes da linha de base sdo comumente originados pela
alteracdo dos primeiros pontos do decaimento indutivo livre, que adicionam
modulagdes de baixa frequéncia ao espectro. A falta de correcao dessas variagdes
pode resultar em dados quimiométricos e quantitativos equivocados, dificultando
a analise bioldgica e a identificacdo de biomarcadores (XI; ROCKE, 2008). A
corregdo da linha de base ¢ feita diretamente no espectro, podendo ser realizada

por diferentes algoritmos. Os algoritmos sdo responsaveis por construir uma linha
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de base teodrica que é subtraida dos espectros reais como forma de minimizar as
distor¢des (GAN; RUAN; MO, 2006).

Diversos outros fatores podem influenciar diretamente na obtencdo de
resultados de boa qualidade das leituras geradas por cromatografia, devido a
complexidade do perfil quimico e a baixa reprodutibilidade dos instrumentos. Varias
fungdes de pré-processamento sdo necessarias para garantir o bom alinhamento
e resolucdo dos picos. Uma primeira etapa € a filtracdo ou subtracdo do ruido
de fundo, que tem por finalidade diminuir o ruido proveniente de interferéncias
instrumentais (TSAI; WANG; RESSOM, 2016). As fungdes mais comumente
utilizadas para a diminuigao do ruido sdo a filtragdo combinada (matched filtration)
(SMITH et al., 2006), que se baseia na aplica¢ao de um filtro cujo coeficientes sdo
iguais a extensdo da forma do sinal, ou a filtracao pela mediana em uma janela de
tamanho determinado. Independente da fun¢o, recomenda-se que a filtragdo seja
baseada em um espectro de massa em que ndo haja sinais de interesse (PILON et
al., 2020).

4.7. Normalizacao

A normalizacdo tem como objetivo remover variagdes encontradas nas
analises que ndo sdo desejadas entre amostras o que permite a realizagdo de
comparagdes entre as amostras. Em plantas, essa etapa € crucial, pois as variagdes
de concentracdo podem interferir na interpretagcdo quimica e bioldgica das analises
multivariadas (NICHOLSON; WILSON, 1989). A normaliza¢do em analises feitas
por RMN consiste na multiplicagdo dos espectros de RMN por uma constante, que
pode ser realizada por diferentes algoritmos (CRAIG et al., 2006). Como método
padrdo a normalizagdo por area total ¢ a mais utilizada (SPRAUL et al., 1994)
porém, outros métodos também sdo aplicados de acordo com a complexidade das
amostras, como a normalizag¢do por padrdo interno, por quociente probabilistico
(PQ), por histograma ou por agrupamento de clusters (DIETERLE et al., 2000).
A normalizac¢do dos dados de cromatografia pode ser feita por fatores de escala,
como valores de média ou mediana, ajustando as intensidades de acordo com
os dados que foram obtidos. Outros modelos mais rigorosos também podem ser

aplicados, como ¢ o caso dos métodos de regressdo (CALLISTER et al., 2006), a
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utilizacdo de padroes internos (SYSI-AHO et al., 2007) ou o uso de uma amostra
de referéncia que se baseia em uma mistura que contém os metabdlitos de todas
as amostras analisadas (DUNN et al., 2011).

Outra forma de normalizagao é realizada por area total, podendo ser aplicada
tanto para dados de cromatografia (CLAE-EM e CG-EM) como para dados de
RMN, neste processo o fator de normalizag@o aplicado a cada sinal da amostra
¢ calculado pela soma de todas as informagdes que podem ser encontradas na
amostra em especifica. Também podem ser realizadas normaliza¢do por quociente
probabilistico. Para esse método leva-se em consideracdo a relagdo probabilistica
dos sinais de uma amostra frente a uma referéncia, dessa forma os sinais observados
nas amostras em estudo sdo confrontados com os da amostra de referéncia, ou
seja, cada sinal de uma amostra ¢ dividido pelo correspondente sinal de amostra
referéncia gerando um quociente. Os valores resultantes sdo organizados em um
histograma, revelando qual ¢ o quociente com maior frequéncia nas amostras, esse
valor entdo ¢ escolhido como fator de normalizagio. E importante ressaltar que a
escolha dos métodos de normalizacdo depende da origem dos dados amostrados,
dessa forma o pré-processamento dos dados devem ser analisados em diferentes
fontes de normalizagdo para definir a melhor opgdo a ser utilizada no conjunto de
dados gerados (PILON et al., 2020).

4.8. Transformacao de dados

Os dados que s@o obtidos pelos diferentes métodos amostrais estdo sujeitos a
diversas variacdes que afetam as analises quimiométricas subsequentes (CRAIG et
al., 2006). Por esse motivo ¢ preciso que os dados sejam transformados para que a
estrutura do ruido seja uniformemente distribuida antes das analises estatisticas. A
transformagao dos dados usualmente pode ser realizada de duas formas. Primeira a
transformacao log, no qual o logaritmo de cada sinal é calculado e substituido aos
dados originais. Esse tipo de transformacao visa converter os ruidos multiplicativos
em ruidos aditivos. Segunda, por transformacdo poténcia, onde valores sdo
transformados com base em potenciagdes. Embora ele ndo converta os ruidos

multiplicativo pelos aditivos, o feito ¢ similar as transformacdes log.
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4.9. Identificacdo dos compostos

Nos estudos de metabolomica, apds todo o processo de organizagdo dos
dados para as diferentes analises a serem propostas, passamos para 0 processo
de identificacdo dos compostos presentes nas amostras. Essa identificagdo e feita
por meio de comparacao dos sinais de deteccdo com bibliotecas de compostos ja
existentes em diferentes bancos de dados de metabdlitos.

Dentre as bibliotecas disponiveis podemos citar a NIST14, que é
extremamente abrangente quanto a diversidade de moléculas. Contudo, para
estudos de metaboldmica de plantas, destaca-se a biblioteca GMD, que possui
depositado o perfil de metabolitos (HUMMEL et al., 2010; PILON et al., 2020).
Outras ferramentas de anota¢do desses compostos podem ser visualizadas na
Tabela 1.

Tabela 1: Bancos de dados e ferramentas para identificacdo de compostos em
dados de metabolomica

Fermentas ::f:ll;iic:a Website
GNPS CLAE-EM https://gnps.ucsd.edu/
Metlin EM https://metlin.scripps.edu/
MetFrag EM https://msbi.ipb-halle.de/MetFrag/
MetaboAnalyst2 EM — RMN http://www.metaboanalyst.ca/
MetDAT EM http://smbl.nus.edu.sg/METDAT2/
Metabolome express CG-EM https://www.metabolome-express.org/
Metabolite detector CG-EM http://md.tu-bs.de/
FOCUS RMN http://www.urr.cat/FOCUS/
TagFinder CG-EM http://www.TagFinder/index.html
TargetSearch CG-EM http://bioconductor.org/packages/2.5/bioc/html/TargetSearch.html

4.10. Analises quimiométricas

Diferentes métodos de modelagem e andlises multivariadas podem ser
aplicados aos estudos de metaboldmica. Podemos destacar os métodos ndo-
supervisionados, onde nenhuma atribuicdo prévia é feita sobre os dados e estes

sao agrupados baseados apenas no seu perfil de metabolitos. Por outro lado, para
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as abordagens supervisionadas, as amostras sao definidas em classes ou associadas
a um valor de atributo com uma atividade bioldgica especifica. Métodos lineares
baseados em projecdes sdo comumente utilizados em estudos de metabolomica
pela simplicidade da interpretacdo o que auxilia no entendimento de eventos
bioldgicos (PILON et al., 2020).

Nas analises ndo-supervisionadas busca-se o entendimento de toda a natureza
dos dados gerados podendo avaliar padrdes ou agrupamentos desses dados. Para
a metabolomica de plantas, hd uma visdo geral da flutuacdo metabolica o qual
permite a identificacdo e discriminar os grupos estudados através de métodos
exploratorio (PILON et al., 2020). Existem diversos métodos ndo-supervisionados,
sendo a Analise de Componentes Principais (PCA) e a Analise de Agrupamentos
Hierarquicos (HCA) os mais utilizados.

Por outro lado, as analises supervisionadas, atualmente, tém desenvolvido
papel fundamental principalmente na descoberta de biomarcadores e metabdlitos
bioativos (DONG et al., 2011; WANG et al., 2012). Para esse tipo de analise, os
dados necessitam ser comparados com um modelo, que deve ser robusto e estatistico,
sendo este criado através de dados bioldgicos, taxondmicos ou quimicos. Nesse
tipo de analise ¢ forgada a separacdo dos dados de acordo como o modelo que
esta sendo utilizado, o que permite identificar compostos tendenciosamente nas
amostras. De acordo com o objetivo central do trabalho a ser realizado, diferentes
ferramentas podem ser usadas para discriminag¢ao, classificagdo ou regressao dos
dados obtidos, podemos citar o Partial Least Squares (PLS), Orthogonal Partial
Least Squares - Discriminant Analysis (OPLS-DA), k-nearest neighbors (K-NN)
e o Soft Independente Modeling of Class Analogy (SIMCA) para esses tipos de

analises.
5. APLICACOES

As andlises de metabolomicas vem sendo utilizadas em diferentes areas
do conhecimento, como esportes, ambiental, toxicologia, alimentos e nutrigao
(CANUTO et al., 2018), além dos estudos envolvendo genética e melhoramento
de plantas. Em plantas, essas analises encontram uma série de obstaculos devido,

dentre outros fatores, a diversidade estrutural das substancias provenientes do
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metabolismo secundario desses organismos (PILON et al., 2020). Alguns dos
desafios encontrados em estudos metabolomicos de plantas sdo: i) Dificuldade
de padronizacdo experimental devido a dindmica metabdlica que se encontra
em intensa transformacdo. ii) Diversidade quimica dos metaboélitos primarios
e, principalmente, dos metabolitos secundarios. iii) Variacdo do gradiente de
concentragdo dos metabdlitos que dificulta o planejamento experimental ¢ a analise
dos dados. iv) Efeitos ciclicos, ambientais e ontogénicos que sdo responsaveis
pela flutuagdo metabolica a traz um desafio maior no reconhecimento de padrdes
(PILON et al., 2020).

As pesquisas aplicadas a plantas sdo geralmente focadas em cultivares
de interesse agricola, predominantemente ligadas a industria alimenticia, mas
cultivares também possuem papel importante em outras areas da industria, por
exemplo & producdo de fibras para a industria téxtil, producdo de biomassa
para uso na geragdo de energia ou sintese de biocombustiveis, madeira para a
constru¢do civil, etc. Além disso, as plantas constituem fonte de pesquisa de longa
data para quimicos industriais em busca de novos compostos bioativos que podem
formar a base para a produgao em massa de novas drogas sintéticas para a indistria
farmacéutica, ou biocidas, como fungicidas e inseticidas para uso em agricultura
(HALL, 2018). Em todas essas areas a metabolomica vem sendo utilizada para a
identificacdo de biomarcadores e compostos capazes de auxiliar a industria. Aqui
também podem ser incluidos aspectos como rastreamento, em que a metabolomica
esta sendo aplicada para ajudar a identificar biomarcadores para provar a origem/
autenticidade, bem como recursos relacionados a pureza e contaminagdo do
produto (HALL, 2006; STEWART et al., 2011).

A maioria das principais culturas do mundo, como a soja (FENG et al.,
2020), tomate (ABREU; FERNANDEZ, 2020), trigo (RUBERT et al., 2017),
milho (SIVARAM et al., 2019), feijdo (CHEN et al., 2019) dentre outras, foram
submetidas a analises metaboldmicas com focos em diferentes questdes biologicas.
Essas analises sdo frequentemente direcionadas aos aspectos da qualidade do
produto em estudo, porém abordagens metabolomicas também sdo aplicadas
regularmente para resolver problemas relacionados a aptidao da cultura envolvendo
resisténcia a doengas e sua base molecular, interacdes planta-patdégeno, interagdes
micorrizicas, efeitos de estresse etc. (DRAPER et al., 2018; CIANCIO et al., 2018;
KHIZAR et al., 2020).
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Um estudo utilizando CG-EM caracterizou a composicao de ceras cuticulares
de trigo (Triticum aestivum L.). As ceras da superficie da folha e do caule do trigo
estdo associadas a caracteristicas importantes, incluindo resisténcia a estresses
bioticos e abidticos. Foram analisadas quatro cultivares com o objetivo de avaliar
se a composi¢ao da cera estaria relacionada com diferengas entre os tecidos e entre
os genotipos das cultivares. Um total de 263 compostos putativos foram detectados
e incluiu 58 compostos de cera que puderam ser classificados (por exemplo,
alcanos e acidos graxos). Muitos dos metabdlitos de cera detectados possuem
associagoes conhecidas com importantes fungdes bioldgicas. Os dados mostraram
que existe variagdo entre os tecidos e cultivares. As superficies das folhas foram
caracterizadas por altos niveis de dlcoois e as superficies do caule apresentaram
maior teor de B-dicetonas. Enquanto a maioria dos compostos detectados foram
distribuidos igualmente entre as cultivares, dois alcoois de cera na cultivar Conan
foram mais elevados em conteudo do que nas outras cultivares (LAVERGNE et
al., 2018).

Em um trabalho de identificagdo de perfil metabolico, PONTES et al., (2016)
utilizaram uma abordagem combinada de espectroscopia de RMN e quimiometria
na busca por biomarcadores metabolicos de folhas de Citrus sinensis em diferentes
estagios da doenga Huanglongbing (HLB), considerada uma das ameacas mais
critica que afeta as plantas citricas. Utilizando PCA (Andlises de Componentes
Principais) e PLS-DA (Analise Discriminante de Minimos Quadrados Parciais) os
autores chegaram a um grupo de metabolitos com potencial para serem utilizados
como biomarcadores no diagnostico precoce da doenga.

Em outro estudo, pesquisadores utilizaram técnicas metabolomicas para
a identificag@o de cultivares da espécie Coffea arabica. Foi possivel identificar
20 metabolitos, utilizando espectrometria de massa com inje¢@o direta seguida
de andlises multivariadas PCA e PLS-DA, capazes de diferenciar as cultivares
Sachimor e Catuai (GARRETT et al., 2013). Além disso, as analises multivariadas
revelaram correlagdes entre os metabdlitos do café com as cultivares de arabica
e sua regido de cultivo. Devido ao mercado cafeeiro cada vez mais exigente, a
associacdo desses dados com o perfil de expressao génica pode ser muito util para
entender melhor o metabolismo do café, selecionar cultivares com caracteristicas

de bebida desejaveis e otimizar a rastreabilidade dos graos de café.
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A condig¢ao ideal para maximizar o rendimento de uma cultura ¢é o ajuste de
todos os eventos metabdlicos das células vegetais com as condigdes ambientais.
No entanto, conhecer e compreender o metabolismo das plantas ndo € apenas
critico para maximizar o seu rendimento, mas também para atender aos aspectos
da nutri¢do humana que t€m sido considerado nos programas de melhoramento
genético (ALSEEKH et al., 2018). Por exemplo, ZHU et al. (2018) combinando
analises de metabolomica e outras ferramentas “Omicas”, identificaram alelos de
genes associados a reducdo de esteroides glicoalcaloides anti-nutricionais durante
o processo de domesticagdo e melhoramento do tomate.

A diversidade de espécies de plantas investigadas e as questdes bioldgicas
abordadas demonstram claramente a aplicabilidade da tecnologia e o seu valor
agregado quando utilizadas de forma complementar a outras abordagens ja melhores
estabelecidas dentro das plataformas “Omicas”. No entanto, uma das limitagdes
nas pesquisas envolvendo metaboldmica € que, por ser uma area multidisciplinar,
¢ essencial que os pesquisadores possuam amplo conhecimento de uma variedade
de disciplinas cientificas. Isso envolve uma boa compreensdo das tecnologias de
laboratorio, da biologia, da bioquimica, da quimica, das estatisticas por tras de todo
o procedimento de analise de dados, além de um desenho experimental adequado,
dentre outras areas. Estabelecer tal equipe multidisciplinar por si ja é um grande

desafio (HALL, 2018).
6. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

O uso da metabolomica na area de biologia vegetal tem permitido uma
melhor caracterizacdo do metabolismo de plantas e aplicagdo direta na otimizagao
de produtividade e melhoramento genético, melhoria de qualidade dos produtos
vegetais e solugdes para problemas causados por estresses bioticos e abioticos. A
integragdo das diferentes abordagens de “Omicas” permitird uma caracterizagao
mais ampla do sistema biologico. Porém, esta integragdo ¢ um desafio devido
a variabilidade do formato dos dados, falta de padronizagdo das caracteristicas
experimentais e relagdo entre concentracdo de molécula e atividade biologica
nao definida. O desenvolvimento de ferramentas de bioinformatica e biologia de

sistemas, especificamente associadas a modelos metabdlitos baseados em genomas,
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tem apresentado solucdes estes problemas de integracdo de dados, resultando em
modelagens metabolicas mais realistas e otimizadas que estdo se popularizando

entre os grupos de pesquisa.
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Capitulo 03

ANUTRICAO MINERAL COMO FERRAMENTA
PARA MELHORAR AS CARACTERISTICAS
FISICO-QUIMICAS DOS GRAOS DO CAFE BEM
COMO A QUALIDADE DE BEBIDA

Lucimara Cruz de Souza
Fabiano Costa Santiliano

Tais Cristina Bastos Soares
1. INTRODUCAO

O café ¢ uma das principais commodities mundiais tendo participagdo
expressiva nareceita cambial brasileira desde o periodo imperial, sendo, atualmente,
um dos mais importantes produtos agricolas de exportacdo. O Brasil ocupa
posicdo de destaque no cenario do agronegdcio cafeeiro, sendo o maior produtor
e exportador mundial, além de possuir o segundo maior mercado consumidor.
Tal mercado apresenta consideraveis oscilagdes provocadas por interferéncias
climaticas, produtividade, demanda internacional, pre¢cos e qualidade final do
produto.

As atividades relacionadas a produg¢@o e a comercializagdo do café envolvem
direta ou indiretamente mais de 100 milhdes de pessoas em todo o mundo,
especialmente em paises em desenvolvimento (CIC, 2010). Estimativas indicam
a producdo de cerca de 61 milhdes de sacas beneficiadas para o ano de 2020 no
Brasil (47 milhdes de sacas de café arabica e 14 milhdes de sacas de conilon), numa
area total de aproximadamente 2.162 mil hectares (CONAB, 2020). O Estado do
Espirito Santo se destaca como o maior produtor de conilon nacional, produzindo
cerca de 64 % dos graos, com mais de 40 mil propriedades rurais envolvidas no
cultivo, prioritariamente em regime familiar.

Aespécie Coffea arabica L. compreende em torno de 60% do café produzido
no mundo e gera os graos mais apreciados para o consumo na forma tradicional

de bebida. A espécie Coffea canephora Pierre ex Froehner tem sido utilizada
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preferencialmente na constitui¢ao de blends com café arabica e na producao de cafés
soluveis e cafés expressos, agregando corpo e densidade a bebida. Nota-se também
uma maior utilizagao de café em distintas formas, além da bebida tradicional,
como na formulacdo de cervejas, produtos culindrios, alta gastronomia, sendo
inclusive reconhecidas suas propriedades nutricionais, cosméticas e farmacéuticas
(LAPOINTE, 2006; LOOPSTRA et al., 2011).

O pardmetro qualidade associado ao café pode ser definido como um
conjunto de caracteristicas fisicas, quimicas, sensoriais e de seguranga que atendam
aos mais diversificados gostos do mercado consumidor, sendo decorrente da
combinag¢do de diversos fatores como a combinagdo de variedades botéanicas, das
condigdes topograficas, do clima e dos cuidados com o cultivo, colheita, secagem,
armazenamento, preparo para exportagio e transporte dos griaos (SIMOES et al.,
2008).

A qualidade do café influencia fortemente na determinacdo do preco e
comercializagdo do produto. O sabor, aroma e adstringéncia observada na bebida
final das espécies cultivadas de Coffea (C. arabica e C. canephora) sdo resultados
dos diferentes constituintes fisico-quimicos presentes nos graos e da influéncia que
esses recebem dos diferentes fatores ambientais e genéticos (ALESSANDRINI et
al., 2008; FONSECA et al., 2019). Em relagfo aos fatores ambientais, as condigdes
de manejo, as técnicas de adubagdo e o estado nutricional do cafeeiro podem
influenciar na produgdo e na composi¢ao do grao e, em consequéncia, na qualidade
da bebida (AMORIM, 1968).

Nas regides produtoras de café no Brasil, a maior parte dos solos apresenta
caracteristicas quimicas indesejadas para ganhos de produtividade, como elevada
acidez, altos teores de aluminio trocavel, deficiéncia de calcio e magnésio. A
utilizagdo de técnicas de manejo para correcao e fertilizacao do solo sdo importantes
para ganhos na produtividade. Porém, em termos de eficiéncia, a recuperagdo de
nutrientes aplicados como fertilizantes é baixa (BALIGAR & FAGERIA, 1998).

A eficiéncia nutricional pode ser influenciada por relacdes inter e
intraespecificas e esta relacionada com a capacidade de um gendtipo absorver,
translocar e utilizar o nutriente disponivel para seu desenvolvimento e produgao
(BALIGAR & FAGERIA, 1998). A capacidade de absorver e translocar os
nutrientes ¢ controlada geneticamente (GABELMAN & GERLOFF, 1983), o que
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possibilita o melhoramento genético, e a selecdo de materiais com maior eficiéncia
no uso de nutrientes e capacidade de adaptacdo em solos de baixa fertilidade
natural (CALDEIRA et al., 2002).

Dessa forma, esse capitulo busca abordar aspectos relacionados a nutrigdo
do cafeeiro e a qualidade final do produto, visto que uma melhor compreensao da
dindmica nutricional na espécie se faz necessaria frente ao cendrio da alta exigéncia
nutricional por gendtipos cada vez mais produtivos e expansdo das lavouras para
solos de baixa fertilidade (GUIMARAES et al., 2011).

2. NUTRIENTES MINERAIS E CRITERIOS DE ESSENCIALIDADE

A sobrevivéncia das espécies vegetais depende da retirada de CO, presente
na atmosfera, que é a fonte de carbono necessaria a fotossintese, além de agua e
nutrientes minerais presentes no solo (MARENCO & LOPES, 2011). Embora
alguns nutrientes possam ser retirados diretamente da atmosfera, o solo atua como
reservatorio de minerais necessarios as plantas (FAQUIN, 2005).

Nutrientes minerais sdo essenciais ao crescimento e ao desenvolvimento
de todos os vegetais. As plantas podem absorver do solo, elementos que sdao
essenciais, benéficos e até mesmo aqueles que lhes sdo toxicos, sem grandes
restrigoes (ARNON & STOUT, 1939).

Dessa forma, € necessario entender quando um mineral deve ser considerado
essencial. Arnon e Stout (1939) descreveram trés principios basicos que um

mineral deve atender para ser tido como essencial:

1. Uma dada planta deve ser incapaz de completar seu ciclo de vida na auséncia
do elemento;
2. A fungdo do elemento ndo pode ser substituida por nenhum outro mineral e;

3. O elemento deve estar diretamente envolvido no metabolismo da planta.

Além do Carbono (C), Oxigénio (O) e Hidrogénio (H) (orgénicos), treze
minerais sdo considerados essenciais para o desenvolvimento das plantas
(Tabela 1), sendo que, de acordo com a propor¢do com que aparecem na
matéria seca, estdo divididos em dois grupos, os macronutrientes (Nitrogénio,

Potassio, Célcio, Magnésio, Fosforo e Enxofre ), que sdo exigidos em maiores
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quantidades, e os micronutrientes (Cloro, Ferro, Manganés, Boro, Zinco,
Cobre, Molibdénio), absorvidos em menores quantidades (FAQUIN, 1994).

Tabela 1- Elementos quimicos considerados essenciais e sua simbologia

quimica
Elementos Simbolo Elementos Simbolo
Macronutrientes Micronutrientes

Nitrogénio N Cloro Cl

Potassio K Ferro Fe

Calcio Ca Manganés Mn

Magnésio Mg Boro B

Fosforo P Zinco Zn

Enxofre S Cobre Cu

Molibdénio Mo

O solo ¢ o principal meio para o fornecimento de nutrientes a planta, porém,
sua andlise revela apenas os elementos nele disponiveis, sendo necessaria a analise

do proprio vegetal para entender seu estado nutricional (MARTINEZ et al., 2003).

3. ACUMULO E EXPORTACAO DE NUTRIENTES NA CULTURA DO
CAFEEIRO

O acumulo e exportagdo de nutrientes pelo cafeeiro ndo ¢ uniforme durante
o ciclo vegetativo e reprodutivo, variando de acordo com a espécie, condi¢des
edafoclimaticas, idade, fases fenologicas, 6rgaos e tecidos avaliados (BRAGANCA
etal., 2017).

As fases fenologicas do cafeeiro sdo bem definidas, sendo que a cultura
completa o ciclo fenoldgico em dois anos. Contudo, em fun¢do do clima e da
regido, tais fases podem ser adiantadas ou atrasadas (CAMARGO, 1998). No
primeiro ano, ocorre a formacdo da parte vegetativa da planta com a formagao
das gemas axilares, que podem ser vegetativas ou reprodutivas, dependendo do
estimulo que recebem (RENA & MAESTRI, 1985).

Posteriormente, inicia-se o segundo ano fenologico com a floragdao. Apos

a fecundacdo das flores ocorre o desenvolvimento dos frutos, formacdo dos
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chumbinhos, expansdo rapida dos grios, granagdo ¢ maturagdo (CAMARGO &
CAMARGO, 2001). Durante esses diferentes estadios de desenvolvimento ocorrem
varia¢des no acumulo e exportacao de nutrientes. Durante as fases de floragao e
frutificac@o, as flores e frutos constituem os principais drenos por fotoassimilados,
respectivamente (RENA & MAESTRI, 1985; PARTELLI et al., 2010).

Estima-se que a partir do quarto més apds a florag@o ocorra uma intensificagdo
do consumo de nutrientes e acimulo de matéria seca. Durante a florada e a fase
de chumbinho, a quantidade de nutrientes exigida ¢ menor, aumentando quando
os frutos passam para os estagios de expansdo rapida, granagdo e maturagao
(MORAES & CATANI, 1964; MATIELLO et al., 2005). Durante a fase
reprodutiva, os frutos serdo os drenos preferenciais na particao de nutrientes para
a sua expansao e granacao. Quanto maior for a producao de frutos, maior sera
a exigéncia nutricional (RENA et al., 1986). Entretanto, quando a frutificagdo é
baixa, o crescimento dos ramos plagiotropicos e a formacao de folhas e ramos
novos passam a ser fortes drenos de nutrientes (MALAVOLTA & LIMA FILHO,
2002).

Em trabalhos realizados com o cafeeiro Conilon e Ardbica, observa-se que
o acumulo de nutrientes tende a apresentar um comportamento sigmoidal, as
taxas de acimulo s3o menos expressivas nos estagios iniciais, seguido por uma
rapida expansdo e taxas mais altas e, posteriormente, taxas menos expressivas sao
observadas (LAVIOLA et al., 2008; PARTELLI et al., 2014; DUBBERSTEIN et
al., 2019).

No inicio da formagdo de frutos, a concentragdo de macronutrientes ¢ alta e
tende a diminuir em estagios posteriores, sendo que, o maior acumulo € observado
nos estagios de expansdo, formagdo e maturacdo do fruto (DUBBERSTEIN et
al., 2016). Em trabalhos realizados por Braganca et al. (2007, 2010) a ordem de
acimulo de macronutrientes em café conilon foi: N> Ca>K > Mg > S >P. As
taxas de acimulo foram maximas até 36° ¢ 48° més, exceto o Ca e Mg que foi
crescente até o 72° més. As folhas apresentaram maior acumulo de N, K, Ca, Mg,
S, e o tronco e ramos ortotropicos apresentam o maior conteudo de P. Raizes e
frutos tiveram maior conteudo de Ca. O cafeeiro apresenta uma grande exigéncia
de N para o desenvolvimento das gemas floriferas e de K para o enchimento dos

frutos e metabolismo de carboidratos.
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Em relagdo a partigdo dos micronutrientes, o Fe ¢ o mais acumulado pelo

cafeeiro que, por sua vez, atua na sintese de clorofila e transporte de elétrons. O

Cu, Mn, Zn e B sdo importantes para o crescimento reprodutivo, determinando a
produtividade e qualidade da planta (TAIZ & ZEIGER, 2010). Estudos indicaram
que em frutos de café conilon a ordem de acimulo de micronutrientes foi Fe> B>
Cu>Mn> Zn e em arabica Fe> Mn> B> Cu> Zn (LAVIOLA et al., 2007; COVRE

et al., 2016).

As tabelas 2 e 3 apresentam um resumo das principais fungdes de macro e

micronutrientes no cafeeiro, respectivamente.

Tabela 2- Descricao das principais fungdes de macronutrientes em cafeeiro.

Nutriente

Principais Funcdes

Referéncias

Nitrogénio

Nutriente mais exigido para o crescimento
vegetativo, segundo mais exportado pelos gréos.
Ocorre em compostos como aminoacidos,
purinas e alcaloides, enzimas, acidos nucléicos
e clorofila

Catani & Moraes, 1958
Buchanan et al., 2000
Guimarides et al., 2011

Potassio

Encontrado em maior propor¢ao em graos.
Importante na sintese de proteinas e controle
osmotico, ativador enzimatico na respiragao e

fotossintese, sintese e transporte de carboidratos
e formagdo de amido

Moraes &Catani, 1964
Buchanan et al., 2000
Rena & Carvalho, 2003

Calcio

Acumula-se em maior propor¢ao nas folhas.
Essencial para a resisténcia das paredes celulares
e dos tecidos, para a divisdo celular e regulacdo
da permeabilidade de membranas

Catani & Moraes, 1958
Braganga et al., 2008
Marschner, 2012

Magnésio

Ocupa o centro do niicleo tetrapirrélico da
clorofila, fundamental para a fotossintese,
integridade dos ribossomos e modulador da
Rubisco

Guimardes et al., 2011
Buchanan et al., 2000
Marschner, 2012

Fosforo

Componente dos acidos nucleicos, fosfolipidios,
coenzimas. Importante para transferéncia de
energia sendo constituinte da molécula de ATP,
metabolismo de agticares e formagdo dos frutos

Buchanan et al., 2000
Guimariaes et al., 2011
Marschner, 2012

Enxofre

Constituinte dos aminoacidos essenciais para
a biossintese de proteinas. Componente de
coenzimas importantes para o ciclo de Krebs e
transferéncia de elétrons.

Buchanan et al., 2000
Guimaraes et al., 2011
Marschner, 2012
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Tabela 3- Descrigao das principais fungdes de micronutrientes em cafeeiro.

Nutriente Principais Fungdes Referéncias
Participa do desdobramento da molécula de
, p | Marschner, 1986
Cloro agua na fotossintese e atua no transporte de .
L. Faquin, 1994
cations dentro da planta.
Ocorre em maior propor¢ao nos cloroplastos,
prop ~Q R p Buchanan et al., 2000
Ferro desempenhando fungdes na fotossintese e
., , Marschner, 2012
biossintese de proteinas e clorofila
Essencial na sintese de clorofila, evolugdo do
O, durante a fotossintese e estrutura lamelar
. 2 Buchanan et al., 2000
Mangangés dos tilacoides dos cloroplastos. Cofator de
L. . . . Marschner, 2012
varias enzimas, como peroxidases e enzimas do
metabolismo do C ¢ do N.
Importante para o crescimento celular,
P . P L. . Romheld & Marcchner,
metabolismo de fenois, acidos nucleicos,
Boro boidrat f tabilidad 1991
carboidratos e confere estabilidade para a
p Buchanan et al., 2000
parede celular
Cofator estrutural e funcional, regulador de
Zinco varias enzimas, entre elas a RNA polimerase, Buchanan et al., 2000
atua na sintese de aminodacidos, carboidratos e Marschner, 2012
de proteinas.
Efeito como micronutriente, fungistatico e
Cobre tonificante. Importante no metabolismo de Pasin et al., 2002
carboidratos, lignificagdo da parede celular e Marschner, 2012
participa em reagdes redox.
Ocorre em menor concentracdo. Importante
. . ara o transporte de elétrons além de atuar Catani et al., 1967
Molibdénio p P

como cofator nas enzimas nitrogenase, redutase
do nitrato e oxidase do sulfeto

Sfredo & Oliveira, 2010

4. NUTRICAO MINERAL DO CAFEEIRO E QUALIDADE DA BEBIDA

O café tem suas caracteristicas diretamente influenciadas por aspectos

ambientais e genéticos. Em termos de qualidade da bebida, os constituintes

fisico-quimicos, como compostos volateis, proteinas, lipideos, enzimas, agtcares,

trigonelina, cafeina e acidos clorogénicos, sdo os responsaveis pelo sabor, aroma
e adstringéncia da bebida (PEREIRA & MALTA, 2004; FONSECA et al., 2019).
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As espécies Coffea canephora e Coffea arabica, assim como outras espécies
de Coffea apresentam composigdes fisico-quimicas diversificadas (MARTINEZ et
al., 2014). Coffea arabica apresenta maiores teores de trigonelina, agucares, lipideos
e menores teores de cafeina e acidos clorogénicos, resultando em uma bebida mais
suave, delicada e mais adocicada, com aroma e sabor mais pronunciados. Por
outro lado, o café conilon (C. canephora) possui bebida mais neutra, amargor mais
pronunciado, com maiores teores da cafeina e acidos clorogénicos (SOUZA et al.,
2013; MARTINEZ et al., 2014; FERRAO et al., 2019).

Os constituintes fisico-quimicos podem ser influenciados pelo manejo,
colheita, pos-colheita, condigdes de clima, temperatura, bem como os nutrientes
minerais presentes no solo. Os nutrientes minerais podem aumentar ou suprimir
os teores dos constituintes fisico-quimicos fundamentais para uma qualidade de
bebida diferenciada. De forma geral, os macro e micronutrientes podem interferir
na qualidade final do café, por seu papel no metabolismo e acimulo de compostos
fisico-quimicos desejaveis e, por produzir compostos de defesa contra a microbiota
indesejada nos graos (MARTINEZ et al., 2014; CLEMENTE et al., 2015).

Em relacdo aos macronutrientes, N e o K estdo entre os mais exigidos pelo
cafeeiro. O N ¢ mais exigido para o crescimento vegetativo e ocorre em compostos
como aminoacidos e alcaloides. O K é encontrado em maior propor¢ao nos graos,
tendo como uma das principais fungdes a sintese de carboidratos nas folhas e
transporte para os frutos e outros 6rgaos (BUCHANAN et al., 2000).

A cafeina, alcaloide pertencente ao grupo das xantinas, é responsavel pelo
sabor amargo e ¢ importante para o flavor do café. Sua molécula contém quatro
atomos de N, de modo que uma reducao do teor de cafeina nos graos € esperada
para plantas deficientes desse nutriente (ASHIHARA, 2006). Clemente et al.,
(2013) constataram maiores teores de cafeina em plantas de café arabica cultivadas
em maiores doses de N. Os autores também observaram que o crescimento
reprodutivo e o metabolismo de actcares foram influenciados por K. Cafés
superiores apresentam maiores teores de aclicares totais, ja que esses contribuem
para o sabor e aroma da bebida (CHAGAS et al., 1996).

A influéncia da fertilizacao controlada de NPK nos compostos fisico-quimicos
em trés colheitas de café arabica foi avaliada por Vinecky et al., (2017). Os autores

observaram que o tratamento com K afetou positivamente os teores de acidos
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clorogénicos e, maiores quantidades de N afetaram os teores de cafeina. Nao foram
observados efeitos significativos para o tratamento com P. E importante salientar,
que os acidos clorogénicos apresentam capacidade antioxidante e contribuem para
o sabor e 0 aroma que caracterizam a bebida do café (GUIMARAES et al., 2011).

Os efeitos de doses de N e K em café ardbica também foram analisados por
Clemente et al. (2015) sendo observadas relagdes positivas entre doses ideais de
N e K (6 mmol L' de N e 3,23 mmol L' de K) com maiores teores de cafeina,
agucares ¢ menor acidez titulavel total, condutividade elétrica e lixiviacdo de
potassio. Porém, doses de K acima do ideal podem inibir a absor¢ao de calcio e
magnésio.

Entre as fun¢des do Ca na planta estd a manuten¢ao da integridade da parede
celular. Caso ocorra uma competi¢ao catidnica entre Ca e K levando a uma menor
absor¢do desse nutriente, os frutos do cafeeiro apresentardo reduzido Ca para
formacao da parede celular, o que o torna suscetivel a ataques de microrganismos
que podem reduzir a qualidade da bebida (FAQUIN, 1994). A absor¢ao de Mg
também pode ser afetada por altas doses de K, o baixo suprimento desse nutriente
para o cafeeiro reduz a fotossintese e, em consequéncia, ocorre uma menor sintese
de fotoassimilados. Além disso, baixas concentragdoes de Mg inibem a ativagdo
de enzimas importantes para a sintese de carboidratos afetando a produtividade,
granacdo e qualidade dos graos (MARSCHNER, 2012).

Em relag¢ao aos micronutrientes, B, Zn ¢ Cu estao entre os mais estudados,
uma vez que o cafeeiro ndo tem grande exigéncia de Mo, e os solos brasileiros
onde estdo estabelecidos grande parte dos cafezais, possuem teores elevados de
Fe e Mn (FURLANI JUNIOR et al., 2004).

O efeito do Cu na composicdo quimica e qualidade da bebida em café arabica
foi avaliado por Martinez et al. (2018), sendo constatado que o tratamento com
Cu tem efeito positivo nos teores de sacarose, acidos clorogénicos e na atividade
da enzima polifenoloxidase (PPO). Porém, efeito negativo foi observado para
as concentragdes de glicose e acidez titulavel total. Para os teores de cafeina,
trigonelina, condutividade elétrica e lixiviagao de potassio ndo foram observados
efeitos significativos.

Apolifenoloxidase (PPO) consiste numa enzima ctiprica ligada as membranas

celulares e tem sido diretamente relacionada a qualidade de bebida do café.
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Graos danificados ou com deficiéncia de Cu podem ter baixa atividade de PPO
e, consequentemente, baixa qualidade. Os cafés com melhores classificagdes de
bebida apresentam niveis maiores de atividade da PPO (CARVALHO et al., 2003).

Além de micronutriente, o cobre também atua como fungistatico desnaturando
proteinas do patdgeno, além de participar da sintese de lignina, importante como
barreira a penetragdo de microrganismos indesejaveis para a qualidade de bebida
(PASIN et al. 2002).

Em relagdo ao zinco, baixos teores desse micronutriente afetam diretamente
o desenvolvimento reprodutivo do cafeeiro. Poltronieri et al. (2011) e Martinez
et al. (2013) observaram que o fornecimento de Zn influenciou positivamente a
produtividade e o tamanho dos graos em cafeeiros. As taxas de condutividade
elétrica e lixiviacdo de potassio foram menores e maiores teores de acidos
clorogénicos e atividade antioxidante foram observados. A condutividade
elétrica e a lixiviacao de potassio sdo utilizadas como indicadores da integridade
de membranas celulares. Cafés que apresentam bebidas de qualidade superior
apresentaram menores valores de condutividade elétrica e lixiviagdo de potassio
(NOBRE et al., 2011).

O aumento da disponibilidade de Zn em café arabica maximizou os atributos
relacionados a qualidade da bebida em estudos realizados em café arabica. Foi
observado maior conteudo de cafeina, trigonelina, sacarose e maior atividade da
PPO. Foram avaliadas doses de 0,2; 1,0; 2,0;3,0 € 4,0 umol L' de Zn e a qualidade
maxima foi obtida com doses de Zn de 2,0 umol L. Doses superiores ou inferiores
a essa levaram a perda de qualidade com o aumento do contetido de fenois totais
e, maior condutividade elétrica e lixiviagdo de potassio (LACERDA et al., 2018).

Quanto ao boro, a deficiéncia desse micronutriente em cafeeiro reduz o
crescimento do sistema radicular, afetando a absor¢ao de dgua e sais minerais, com
isso, as plantas tornam-se suscetiveis a seca € menos responsivas as fertilizagdes
(CARVALHO et al., 1994). O efeito do boro na qualidade da bebida e produgio
de compostos bioativos foi avaliado por Clemente et al. (2018), sendo também
avaliados tratamentos com Zn e Cu. Efeitos positivos foram observados para os
teores de cafeina, trigonelina, sacarose e glicose, porém, uma diminuicao dos

teores de acidos clorogénicos foi observada com a disponibiliza¢do de B.
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Para C. canephora os estudos dos efeitos diretos dos nutrientes na
composigdo fisico-quimica sdo mais escassos, sendo essas relagdes mais descritas
para C. arabica. Em C. canephora, os estudos se concentram em avaliar o acimulo
de macro e micronutrientes e correlacionando com as maiores produtividades e
melhor qualidade de bebida, ja que os efeitos de alguns nutrientes nos teores dos
constituintes fisico-quimicos sdo conhecidos (PARTELLI et al., 2014; COVRE,
2016; DUBBERSTEIN et al., 2016; DUBBERSTEIN et a., 2019).

Ngugi et al. (2016) analisaram o efeito dos nutrientes minerais em atributos
sensoriais (aroma, flavor, sabor residual, dogura, sabor e acidez) e compostos
bioquimicos (cafeina e trigonelina) em C.canephora (Tabela 4). Os autores
avaliaram amostras de solo, folhas e graos de 67 plantas em 23 locais que ndo
tinham histérico de aplicagdo de fertilizantes. O objetivo foi fornecer informagdes
aos cafeicultores para tomadas de decisdes sobre quais fertilizantes seriam

necessarios para ganhos na qualidade do café.

Tabela 4 - Efeitos significativos de nutrientes minerais presentes no solo, folhas e

graos nos atributos sensoriais e compostos bioquimicos em C. canephora.

Atributos sensoriais Nutrientes * R %
Aroma MnS 22,1

Flavor PbB ¢ FeB 19,7

Sabor residual FeB 16,5
Dogura KL 6,7

Sabor PbB 17,7

Acidez ZnS 6,3

Compostos bioquimicos Nutrientes*

Cafeina BB e ZnB 8,4
Trigonelina PbS ¢ BB 31,2

* S, L, B =solo, folha e grao; Mn = Manganés, Pb = Chumbo, Ca = Cailcio; Fe = Ferro,
Zn = zinco; K = Potassio, B = Boro, Cu = Cobre. Fonte: NGUGI et al. (2016). Adaptado
pelos autores.

Os resultados indicaram que os micronutrientes Mn, Cu, Fe e Zn foram

fatores cruciais para os atributos sensoriais, ¢ que Zn ¢ Mn foram os mais
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importantes para o desenvolvimento do fruto. Altas concentragdes de Mn presentes
no solo aumentaram a fragrancia e o aroma da bebida. O sabor foi influenciado
pelas quantidades de Pb e Fe nos graos. O K presente nas folhas foi responsavel
pela dogura. A variabilidade no conteudo de trigonelina foi explicada pelas altas
concentragdes de chumbo no solo e altas concentragdes de B nos graos e, a cafeina
foi influenciada pelas concentra¢des de B e Zn nos graos.

As informagdes supracitadas revelam a importancia dos estudos referentes
ao estado nutricional do cafeeiro para ganhos na qualidade final do produto. E
importante entender quais nutrientes devem ser fornecidos e quais sdo excedentes,
a fim de se estabelecer estratégias eficientes de correcdo e fertilizagdo do solo,
principalmente para os nutrientes que sdo iméveis no floema como o boro e o
calcio (FARNEZI et al., 2009).

O sucesso do manejo nutricional do cafeeiro consiste em usar corretamente
as tecnologias ja disponiveis para a diagnose nutricional, analisando amostras,
sejam de solo ou tecido vegetal, e comparando com um padrao que apresente todos
os nutrientes em concentracdes e relagdes adequadas (BRAGANCA et al., 2017).

Como o solo ¢ o principal meio de fornecimento de nutrientes a planta, para
se determinar a quantidade de nutrientes a ser suprida pelo solo, obrigatoriamente
deve-se realizar coleta e analise do mesmo. Todavia, essa analise revelard apenas
os elementos ali disponiveis, sendo fundamental a avaliacdo da propria planta,
como um critério de avaliagdo complementar, para melhor entendimento do seu
estado nutricional (GUARCONI, 2013).

A analise da matéria seca de tecidos vegetais (comumente a folha) por meio
de procedimentos quimicos ¢ conhecida como analise foliar. A interpretagao
dessa analise pode ser realizada por diferentes métodos como o Sistema integrado
de Diagnose e Recomendacao (DRIS), nivel critico e/ou faixa de suficiéncia
(FONTES, 2006). De forma geral, esses métodos de interpretagdo permitem
analisar se os teores de macro e micronutrientes estdo adequados, deficientes,
toxicos ou em excesso, possibilitando estabelecer estratégias para o uso eficiente
de fertilizantes, o que se reflete em maiores ganhos de produtividade e melhoria
da qualidade (MESQUITA, 2016).

Embora o fornecimento de nutrientes por fertilizacdo tenha favorecido

a obtencdo de altos rendimentos, a recuperacdo de nutrientes aplicados com
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fertilizantes é baixa (BALIGAR & FAGERIA, 1998). Dessa forma, estudos de
melhoramento genético e selecdo de materiais com maior eficiéncia no uso de
nutrientes tém sido incentivados. Diferentes trabalhos indicam que € possivel
modular a eficiéncia nutricional explorando a interagdo entre a planta e o nivel de
suprimento de nutrientes, o que possibilita selecionar genotipos mais eficientes e
com capacidade de adaptacdo em solos de baixa fertilidade (MACHADO et al.,
2016; NETO et al., 2016; STARLING et al., 2018, MARTINS et al., 2019).

5. CONSIDERACOES FINAIS

Pode-se concluir que meio da aplicacdo de fertilizantes e/ou por uma
maior eficiéncia de absor¢ao apresentada pelos genotipos, para se alcancar boa
produtividade e maiores ganhos na qualidade dos produtos finais ¢ necessario
que os nutrientes minerais estejam disponiveis nos estagios adequados do

desenvolvimento do cafeeiro.
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Capitulo 04

ESTRESSE ABIOTICO EM PLANTAS E SEUS
MARCADORES

Paola de Avelar Carpinetti
Bruno Paes de Melo
Vinicius Sartori Fioresi

Luiz Fernando de Camargos
1. INTRODUCAO

As plantas sdo organismos sésseis que vivem em ambientes em constante
mudanga e que muitas vezes sdo desfavoraveis para o seu desenvolvimento. As
flutuagdes das condigdes ambientais exigiram que as plantas desenvolvessem
taticas adaptativas potentes para evitar ou tolerar efeitos adversos e, assim,
sobreviver e prosperar. Essas condi¢des ambientais adversas podem ser divididas
em dois grandes grupos: (a) as que envolvem fatores bidticos, como infec¢des
por patdgenos (por exemplo, fungos, bactérias e virus) e ataques por herbivoros
(entre eles, os insetos); e (b) fatores abiodticos, que usualmente envolvem
extremos de temperatura (calor, frio e congelamento), disponibilidade de agua
(seca e inundagdo), e aspectos relacionados ao solo (como escassez de nutrientes,
salinidade e metais pesados) (KHAN et al., 2020).

O estresse abiotico € caracterizado quando tais condigdes ambientais afetam
o desenvolvimento da planta ou refletem em producdo abaixo dos niveis ideais,
sendo assim, um dos maiores desafios para a agricultura mundial (CRAMER et al.,
2011). A preocupagdo com esse tema tem aumentado significativamente, ja que as
mudangas climaticas recentes contribuem para o agravamento do problema. A seca,
o frio e a salinidade sdo os principais fatores ambientais que afetam a distribuig¢@o
geografica das plantas na natureza, limitam a produtividade agricola e ameagcam
a seguranga alimentar (ZHU, 2016). Algumas estatisticas apontam que problemas
relacionados a esses fatores impactam cerca de 64, 57 e 6% das terras cultivaveis,

respectivamente, podendo representar uma redu¢do de aproximadamente 50%
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na produtividade agricola global (YADAV et al., 2020). Ainda em relagdo a
salinidade, algumas estimativas apontam que atualmente 20% da area cultivada
no mundo sofra com problemas de salinidade e ¢ possivel que nos proximos 25
anos, esse numero alcance 30% da area cultivada, sendo uma das razdes a pratica
de irrigacdo (SHAHID et al., 2018; WANG et al., 2003)such as drought, salinity,
extreme temperatures, chemical toxicity and oxidative stress are serious threats
to agriculture and the natural status of the environment. Increased salinization of
arable land is expected to have devastating global effects, resulting in 30% land
loss within the next 25 years, and up to 50% by the year 2050. Therefore, breeding
for drought and salinity stress tolerance in crop plants (for food supply

Para neutralizar o efeito das adversidades ambientais, plantas desenvolveram
mecanismos de defesa eficientes, manipulando sua tolerancia, e potencial de
resposta através de mecanismos moleculares e celulares integrados. Essas respostas,
essencialmente, sdo determinadas pela intensidade e duracdo do fator causador.
No entanto, a fase de desenvolvimento em que a planta se encontra, também
¢ preponderante na modulagdo e tipo de resposta, uma vez que caracteristicas
morfofisioldgicas podem variar durante o desenvolvimento e com isso, apresentar
sensibilidade diferencial ao estresse. Um exemplo ocorre com o trigo, que €
mais sensivel a altas temperaturas durante a fase reprodutiva (floragdo), do que
durante a fase vegetativa. Em geral, a resposta das plantas envolve diferentes
tipos e compartimentos celulares, além da modulagdo de diversos genes, proteinas,
moléculas reguladoras, agentes de sinalizagdo e compostos quimicos, que
estabelecem intimeras de rotas e redes interligadas (GILL et al., 2016).

Os mecanismos de aclimatagdo e adaptacdo, pelos quais as plantas
toleram o estresse, integram respostas bioquimicas, fisiolégicas e moleculares
e, didaticamente, podem ser divididos em quatro fases: (1) fase de resposta,
que ocorre no inicio do estresse e ¢ caracterizada pela percepgao do estresse,
ocasionada geralmente por um distirbio da homeostase; (2) fase de restitui¢ao ou
de resisténcia, a qual inclui processos de reparo e adaptagdo, que ocorrem conforme
a continuidade do estresse; (3) fase final, quando o estresse acontece a longo prazo,
e envolve sobrecarga da capacidade de adaptacao podendo levar a doengas cronicas
ou a morte; e por fim a (4) fase de regeneracgdo, quando a planta supera o estresse e
recupera parcial ou totalmente a homeostase (LICHTENTHALER, 1998).
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Todos esses eventos envolvem uma grande diversidade de genes induziveis
por estresse, e seus produtos podem atuar tanto diretamente, como as enzimas
responsaveis pela sintese de varios osmoprotetores, por exemplo a prolina; as
proteinas abundantes da embriogénese tardia (late embryogenesis abundant
proteins — LEA) que exercem importante papel no tamponamento da hidratacao
celular; proteinas com fung¢do anticongelantes (antifreeze proteins — AFP),
chaperonas que auxiliam no correto dobramento de proteinas acumuladas no
estresse; e enzimas de desintoxicac¢do, como a ascorbato-peroxidase. Mas também
podem ter um papel regulatorio mais abrangente, como os desempenhados por
fatores de transcri¢do (transcription factors — TF), proteinas cinases e enzimas
envolvidas no metabolismo de fosfoinositideo, essenciais para a modulagdo da
expressdo génica e as vias de transducdo de sinal (KHAN et al., 2020).

O conhecimento a respeito de como as plantas interpretam os sinais do
estresse e se adaptam a ambientes adversos, sdo questdes biologicas fundamentais
e tém conduzido inovagdes em culturas ha décadas, seja através do melhoramento
classico ou modernos projetos de engenharia genética. Avangos no melhoramento
de culturas impactam na melhoria da produtividade agricola e também da
sustentabilidade ambiental, uma vez que as culturas com maior susceptibilidade
ao estresse consomem mais agua e fertilizantes e, portanto, sobrecarregam o meio
ambiente (ZHU, 2016). Nesse cenario, marcadores fisioldgicos, bioquimicos e
genéticos representam importantes ferramentas para o estudo dessas complexas
vias que integram a resposta ao estresse abidtico em plantas, além de serem tteis
para o mapeamento e caracterizacdo de fenétipos de interesse (STUBER, 2010).

O presente capitulo tem como objetivo fornecer um panorama acerca das
vias de transdu¢@o de sinal e principais eventos moleculares que capacitam as
plantas a se adaptarem ou se aclimatarem ao estresse abiotico. A partir desse
conhecimento, apresentar de forma complementar e pratica, uma se¢do com
os principais marcadores utilizados para o estudo e caracterizagdo de plantas

submetidas aos diversos tipos de estresse abidtico.
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2. PLANTAS EM AMBIENTES ADVERSOS

Diferentes estresses abiodticos, como frio, calor, seca, inundagao e sal, podem
provocar distirbios celulares comuns e estresses secundarios, incluindo lesdo
de membrana, danos por espécies reativas, desnaturacdo de proteinas e estresse
osmotico. A versatilidade da resposta a diferentes condi¢cdes desfavoraveis em
plantas esta relacionada a uma intrincada rede que compreende diferentes niveis,
como defesas celulares, fisiologicas e morfoldgicas. Alguns autores sugerem que as
frentes de respostas de defesa celular mais generalizadas e conservadas em plantas
sdo cuticula (protegdo externa), dessaturag@o de lipidios de membrana, ativagdo
do sistema de defesa contra espécie reativas, indugdo de chaperonas moleculares
e acumulo de solutos compativeis a necessidade celular (HE et al., 2018).

Na resposta ao estresse, essas defesas sdo orquestradas, dentro de uma
complexa rede regulatoria, envolvendo moléculas de sinalizagdo, incluindo
hormdnios do estresse (por exemplo, o acido abscisico), espécies reativas de
oxigénio (por exemplo, o peroxido de hidrogénio), ions calcio (Ca*"), sulfeto
de hidrogénio (H,S), 6xido nitrico (NO), poliaminas e fitocromos. Além de um
conjunto de proteinas efetoras (como as proteinas cinases), proteinas envolvidas
no balango redox (por exemplo, as enzimas NADPH oxidase e superoxido
dismutase), bem como fatores de regulacdo génica a jusante, principalmente
representados pelos fatores de transcricdo. Assim, apos o reconhecimento do
estresse e consequente transdugdo de sinal, os fatores a jusante, levam a alteragdo
da expressao génica e das atividades de proteinas, iniciando assim os sistemas de
defesa da planta (KRASENSKY & JONAK, 2012; KU et al., 2018).

A Figura 1 introduz os mecanismos gerais pelos quais as plantas percebem
os estresses ambientais, realizam a transducdo de seus sinais e, por meio de uma
resposta sofisticada e finamente coordenada, integram os sinais de estresse, o
metabolismo hormonal e as respostas adaptativas que levam a tolerancia. De
maneira geral, os estresses sdo sentidos por receptores ou proteinas de membrana,
gerando uma perturbacdo no balanco i6nico através da membrana, com influxo
de calcio para o citosol. O aumento repentino nas concentragdes desse ion no
citosol faz com que uma cascata de sinalizagdo mediada por proteinas calcio-

dependentes e cinases culmine na ativagdo de fatores de transcricdo que, por
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sua vez, vao modificar a expressdo de genes relacionados ao remodelamento
da fisiologia vegetal. Caso os mecanismos disparados pelo estresse ndo sejam
suficientemente efetivos no combate dos efeitos deletérios sobre as biomoléculas
causados principalmente pelo acumulo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
tais como a oxidag¢ao de lipideos de membrana, a degradag@o de proteinas e acidos
nucleicos, as células iniciam programas de morte celular, cujo processo global é
chamado de senescéncia (AKPINAR et al., 2012; GILL et al., 2016; ZHU, 2016).

Parede Celular Membrana Plasmatica Citosol

Deposigdo de xilose  Modificagédo estrutural
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Figura 1. Estresses abioticos, integracdo de sinais e respostas adaptativas

em plantas. As plantas quando submetidas as intempéries ambientais disparam
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programas de adaptagcdo e remodelamento fisiologicos como forma de superar
as adversidades e dar prosseguimento ao seu ciclo natural de vida. Os principais
tipos de estresses abidticos estdo relacionados as caracteristicas dos ambientes que
cercam as plantas e das mudancas climaticas que ocorrem nesse ambiente. Os mais
comuns resumem-se a temperatura (calor ou frio excessivos), a disponibilidade de
agua (seca ou alagamento) e a composicao do solo (estresse salino, estresse por
metais toxicos ou acidez). As plantas sdo capazes de perceber diferentes sinais de
estresse por meio de receptores primarios, que podem estar embebidos em sua
membrana plasmatica ou em outros compartimentos celulares (1). Frequentemente,
a ativagao desses sensores culmina em um fluxo de ions através da membrana que,
normalmente, culmina com influxo de Ca?*para o citosol. Como efeito localizado
dos estresses abioticos, a perturbacdo do balango energético dos fotossistemas
nos cloroplastos (2) e da cadeia transportadora de elétrons nas mitocondrias (3)
culminam na produ¢do de ROS, que é também uma resposta compartilhada por
outros compartimentos, como a saturagdo da via de dobramento de proteinas no
reticulo endoplasmatico (4) e ativagdo de peroxidases e oxidases nos peroxissomos
(5). O contetdo citosolico de Ca*? é balanceado, apds o influxo desencadeado
pela sinalizagdo dos estresses abidticos, por meio de transportadores antiporte
vacuolares (6). Coletivamente, esses sinais sdo integrados e potencializados por
outros mensageiros secundarios, como o AMP ciclico produzido pela ativagdo
da adenilato-ciclase em resposta a ROS e Ca?" e convergem para a ativagdo de
proteinas cinases, incluindo CDPKs (cinases dependentes de calcio) e cascatas
de MAP-cinases, que vao ativar as vias de biossintese de hormdnios, como o
ABA. Finalmente, os fatores de transcrigao responsivos a estresse, reforcados pela
sinaliza¢@o hormonal, sdo responsaveis pela modulagio transcricional de diversos
genes no nucleo (7), resultando no remodelamento da fisiologia vegetal e nas
respostas adaptativas que levam a fenotipos caracteristicos de plantas submetidas
a estresses. Em nivel molecular, as plantas respondem com a lignificagdo das
paredes celulares e deposicdo de hemicelulose, ou ainda a modificacdo da
composicdo lipidica das membranas plasmaticas como forma de aumentar
a rigidez estrutural das células em resposta a flutuagdes de temperatura e no
potencial osmotico. Diversas enzimas envolvidas com a biossintese de osmolitos,

pigmentos, termoprotetores e outros metabdlitos secundarios também sdo ativadas,
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além das enzimas detoxificadoras de ROS, que tentam restabelecer a homeostase
redox das células submetidas aos estresses. Em nivel sistémico, sdo detectadas
alteragdes morfoldgicas na raiz e nas folhas, como a proliferacao de raizes laterais
em resposta a seca, ¢ alteragdes bioquimicas, como a secrecdo de fitoquelantes em
resposta a metais pesados, bem como a reclusio e o fechamento estomaticos, além
da reducdo da drea foliar e abscisdo. Caso os mecanismos da resposta adaptativa
ndo sejam suficientemente eficientes para restaurar a homeostase da planta, as
células acionam a senescéncia precoce, redirecionando o fluxo de nutrientes para
os tecidos reprodutivos e a geracao de sementes por meio de seus programas de

morte celular desencadeados por estresse.
3. VIAS DE SINALIZACAO NO ESTRESSE ABIOTICO EM PLANTAS

Na natureza, a tolerancia e a sobrevivéncia das plantas sdo alcancadas por
sua capacidade de tornar suas respostas flexiveis as variacdes ambientais. Por sua
vez, a flexibilidade da resposta é governada pelas vias de sinalizag¢do. Muitas vias
de resposta a diferentes estresses compartilham os mesmos intermediarios e ramos
metabolicos, além de comunicarem com vias do metabolismo primario da planta,
como a do fornecimento energético (que impacta no crescimento do vegetal). Mas
também podem induzir rotas metabolicas exclusivas (AKPINAR et al., 2012).

Uma via de transducdo de sinal genérica comega com a percepcao do
sinal, pelos sensores de estresse, e desencadeiam uma resposta que envolvem
intermedidrios da sinalizacdo, ou segundos mensageiros, por exemplo, fosfatos
de inositol e espécies reativas de oxigénio (reactive oxygen species — ROS) e
acido abscisico (abscisic acid — ABA). Esses mensageiros secundarios podem
atuar na modulagdo dos niveis intracelulares de calcio (Ca?"), frequentemente
iniciando uma cascata de fosforilagdo de proteinas, como as envolvendo proteina
cinase ativada por mitogeno (mitogen-activated protein kinase — MAPK), ou
proteina cinase dependente de calcio (Ca?’-dependent protein kinases — CDPK),
que finalmente tem como alvo as proteinas diretamente envolvidas na protecao
celular ou os fatores de transcricdo que controlam conjuntos especificos de genes
regulados pelo estresse (XIONG et al., 2002).
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3.1. ABA na sinalizacio do estresse

As respostas moleculares das plantas a estresses abidticos envolvem
interagdes entre varias vias metabolicas e de sinalizagcdo. Mensageiros quimicos,
como os fitormonio, desempenham papéis cruciais na regula¢do dos mecanismos
de tolerancia ao estresse, além de seu papel no crescimento e desenvolvimento. A
expressdo génica responsiva ao estresse em varias plantas é principalmente regulada
por vias dependentes e independentes de ABA. Outros fitormonios, principalmente
o acido jasmonico, etileno e acido salicilico, também tém papéis significativos na
atividade de respostas e sinalizagdo do estresse abidtico. Particularmente, todas
as frentes de defesas bioquimicas, mencionadas no topico anterior, podem ser
mobilizadas por ABA, incluindo ceras cuticulares, proteinas de choque térmico (heat
shock proteins — HSPs), antioxidantes ¢ enzimas detoxificadoras e osmoprotetores
(por exemplo, o aminoacido prolina). Ele também tem importantes papéis em
varios processos fisiologicos e de desenvolvimento de plantas, como dorméncia
de sementes, morfogénese embrionaria, abertura estomatica, manutengdo do turgor
celular e biossintese de lipidios e proteinas de armazenamento (EL-ESAWI, 2017;
HE et al., 2018).

Condigdes de alta salinidade, seca e baixa temperatura sdo consideradas os
principais fatores causadores do estresse hiperosmotico, caracterizado por uma
diminuigdo da pressao de turgor e perda de agua. A principal fungdo do ABA esta
relacionada a regula¢do do balango hidrico da planta e a tolerancia ao estresse
osmotico. Existem quatro componentes principais da cascata de sinalizacdo ABA
sob condigdo de estresse: (1) receptor ABA (como, receptor PYL), (2) proteina
fosfatase tipo 2C (type 2C protein phosphatase — PP2C); proteina SnRK2 (sucrose
non-fermenting I-related protein kinase 2) e fatores de transcrigdo responsivos a
ABA (4BA-responsive element — ABRE). Sob estresse abiotico, 0 ABA se liga aos
receptores intracelulares PYL e a fosfatase PP2C, formando um complexo ternario
(ABA-PYL-PP2C). Esse complexo ativado, ¢ responsavel pela autofosforilagao
de membros SnRK2 e eles sdo os principais reguladores de estresse abiotico. Uma
vez que SnRK?2 ¢ ativada, ela fosforila fatores de transcri¢do a jusante (ABREB/
ARF) e, por sua vez, induz genes responsivos a ABA, o que ainda leva a adaptagao
de plantas sob varios estresses abioticos (HUBBARD et al., 2010; SADDHE et
al., 2017).
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A via de sinalizacdo de ABA faz interface com outros elementos da via de
transdug¢do de sinais, como canais idnicos, espécies reativas de oxigénio, além de
interagir com vias de outros fitormonio, formando uma complexa rede de defesa
contra estresses ambientais. Compreender como ocorre essa integragdo entre
as vias de sinalizacdo de defesa, ajuda a revelar novos alvos importantes para a

obteng¢do de culturas mais tolerantes ao estresse abidtico (KHAN et al., 2020).

3.2. Mecanismos sensores

As plantas tém a capacidade de perceber inimeras variagdes ambientais,
e com isso, entende-se que elas apresentam diversos mecanismos sensores de
estresse. Contudo, apesar de muitos esforgos, apenas alguns possiveis sensores
foram identificados em plantas. Entre os desafios impostos estdo a redundancia
funcional dos genes que codificam proteinas sensoras e¢ ainda dificuldades
experimentais, pois demonstrar que uma proteina ou outra macromolécula
funciona como um sensor para um sinal fisico (por exemplo, mudang¢a na pressao
osmotica, concentragdo de ions ou temperatura) ¢ tecnicamente muito desafiador.
Acredita-se que as plantas percebem alteracdes das condi¢cdes ambientais por uma
interrupcao ou variagdo em processos fisiologicos vegetais, modificando fungdes
como o transporte idnico, além da estabilidade de proteinas ou do mRNA. Esses
efeitos podem resultar em uma dificuldade entre o acoplamento de reagdes ou
outras fungdes celulares. Assim, a percepgao dessas perturbacdes primarias pode
sinalizar para diferentes respostas, mediante a alteracdo de rotas existentes ou
ativacao de vias especializadas de resposta ao estresse (ZHU, 2016).

Embora a deteccdo do estresse seja frequentemente pensada por ocorrer
na superficie celular ou na membrana plasmatica, mediante a percep¢ao de um
ligante, diferentes tipos de mecanismos sensores estdo envolvidos na percepgdo
desses disturbios. Sinais de estresse, teoricamente, podem ser detectados desde
que o sinal de estresse provoque: (1) efeitos mecanicos do estresse na planta ou na
estrutura celular, como mudanca no estado do componente celular (carboidrato,
proteina, lipideo, DNA ou RNA); (2) alteragdes no metabolismo celular,
geralmente detectadas pelo acimulo de substancias resultantes do desacoplamento

de reagdes enzimadticas (por exemplo, a acumulagdo de ROS durante o estresse
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causado pela luminosidade excessiva); (3) atividade de proteinas especializadas,
envolvidas diretamente na percep¢ao do estresse (por exemplo, canais de calcio
que respondem a alteragdes na temperatura); (4) modificacdes epigenéticas da
estrutura do DNA ou do RNA (por exemplo, alteragcdes na cromatina que ocorrem
durante o estresse térmico) (TAIZ et al., 2015). Alguns exemplos de mecanismos

sensores de estresse em plantas estdo apresentados na tabela a seguir:

Tabela 1 — Exemplos de mecanismos sensores de estresses em plantas

Estresse Gene Funcao Acao

Na seca e no estresse osmotico o turgor celular é
alterado e OSCAL1 ¢ ativado, possivelmente pela
Seca OSCAI | canal de calcio | diferenca na tensdo da membrana. Com isso, facilita o
influxo de Ca?', resultando na ativa¢do de uma cascata

de sinaliza¢@o de tolerancia a seca.

MOCATI transfere acido glucurdnico (GlcA),
que ¢ negativamente carregado, para formar um
glicoesfingolipideo (GIPC). Esse lipideo na superficie
glicosil- externa da membrana plasmatica, através de sua
Salinidade | MOCAl i .
transferase cabega polar, liga cations monovalentes, como Na+.
Ap0s a ligacao do Na+, um canal de influxo de calcio
desconhecido ¢ ativado, o que resulta na ativagao da

via SOS para excluir o excesso de Na+ da célula.

O calor pode ser percebido primariamente por
fitocromos (PhyB), fotorreceptores vegetais que
regulam a fotomorfogénese. A conversdao pelo
Calor PhyB fotorreceptor | calor de PhyB ativado em inativo, resulta em maior
estabilizagdo de PIF4, um fator de transcricdo que
modula a expressdao de genes que controlam o

crescimento das plantas.

) Proposta como sensor primario de baixas temperatura.
proteina i i
COLDI interage com a subunidade o de uma proteina
. transmembrana . o
Frio COLDI G (RGA1). Essa interagdo resulta em atividade
na membrana .
. aumentada da GTPase e um influxo de Ca*'na célula,
plasmatica e ER . . .
levando a ativagdo da resposta de tolerancia ao frio.

Fonte: (LAMERS et al., 2020)
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A partir do reconhecimento inicial do estresse, os sensores iniciam cascatas
que transmitem o sinal para diferentes organelas e ativam fatores de transcri¢ao que
induzem a expressao de um determinado conjunto de genes envolvidos na resposta.
Por vezes, as perturbacdes causadas pelo estresse atingem particularmente alguns
compartimentos celulares, como o actimulo de proteinas mal dobradas no reticulo
endoplasmatico (RE); danos causados pelas ROS, afetando principalmente os
cloroplastos no estresse luminoso, mas também as mitocondrias e 0s peroxissomos
como consequéncia em quase todos os tipos de estresse; além da parede celular
da planta, que ¢ frequentemente modificada quando exposta a condigdes adversas,
principalmente o estresse hidrico (ZHANG et al., 2018).

Para algumas organelas, como o RE, existem vias de resposta especificas
muito bem caracterizadas, como a via de resposta a proteinas mal dobradas
(Unfolded Protein Response — UPR), que tem pelo menos trés sensores (a proteina
cinase de membrana Irel, ¢ dois fatores de transcricdo também associados a
membrana do RE, bZIP17 e bZIP28). A ativacao dessa via envolve o desligamento
da chaperona molecular BiP desses sensores, para atuar no acumulo de proteinas
desenoveladas. As respostas geradas por essa via visam restaurar a fungao normal
da célula interrompendo a tradug¢do de proteinas, degradando proteinas mal
dobradas e ativando as vias de sinalizacao que levam ao aumento da produgéo de
chaperonas. Caso o estresse no RE persistir e a célula for incapaz de restaurar a
homeostase, as vias de sinalizagdo de morte celular programada sdo ativadas (BAO
& HOWELL, 2017).

3.3. Espécies reativas de oxigénio

As espécies reativas de oxigénio (ROS) s@o atomos, ions e moléculas
derivados do oxigénio atmosférico (O,), que devido instabilidade de seus elétrons
desemparelhados, possuem alto potencial de reatividade com moléculas biologicas.
Embora os mecanismos envolvendo ROS em plantas ndo sejam completamente
compreendidos, ¢ evidente a importancia das espécies reativas de oxigénio em
diversos processos celulares, incluindo as vias de resposta a estresse abiotico
e mecanismos de tolerancia e adaptacdo das plantas. As duas principais fontes

de ROS durante o estresse abiodtico sao: (1) via de sinaliza¢do, onde ROS sdo
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produzidos com a finalidade de sinalizar como parte da rede de transdug@o de sinal
de resposta ao estresse abidtico; e (2) via metabdlica, na qual ROS sdo produzidas
como consequéncia do desequilibrio da atividade metabolica. Esse aumento de
ROS pode culminar em danos oxidativos as membranas (peroxidacao lipidica),
proteinas, moléculas de RNA e DNA, e até levar a destruicdo oxidativa da célula
(estresse oxidativo). Além dos danos diretos, as ROS podem gerar toxicidade
celular causada pela formagao de subprodutos do metabolismo do estresse que
sd0 toxicos para as células (CHOUDHURY et al., 2017; KHAN et al., 2020).

Nesse sentido, e para evitar esses danos, as plantas possuem um grande
nimero de proteinas que compdem um sistema de desintoxicagdo de ROS,
como por exemplo a superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase,
bem como componentes antioxidantes como acido ascorbico e glutationa, que
estdo presentes em quase todas as células e compartimentos subcelulares. Esses
componentes agem como moduladores das respostas ao estresse das plantas
através da interferéncia entre a sinaliza¢do hormonal, sinalizagdo metabodlica e
de desenvolvimento. Frequentemente, genes envolvidos nesses mecanismos
protetivos do estresse oxidativo sdo utilizados em estudos que visam a obtencao
de plantas mais tolerantes e adaptadas a diferentes condigdes de estresses abidticos
(CHOUDHURY et al., 2017).

Quando atuam como mensageiros secundarios na transdu¢do de sinal, as
ROS sao geradas em resposta a percepgao do estresse, por exemplo, mediada pelo
influxo de ions calcio e/ou pela fosforilagdo e ativagdo da enzima NADPH oxidases
na membrana plasmatica e consequente producao de ROS. Uma vez geradas,
essas espécies irdo propagar o sinal por meio de alteragdes do status redox de
diferentes componentes celulares. Alteracdes na estrutura e/ou fung@o de proteinas
pode, por exemplo, regular a ligacdo de fatores de transcri¢ao e assim modular a
transcri¢do de genes responsivos ao estresse. Ja ROS de origem metabdlica podem,
por exemplo, alterar diretamente o estado de oxidacdo de enzimas regulatorias do
metabolismo celular, alterando sua fungao e modulando, assim, diferentes reagoes
metabolicas, a fim de combater os efeitos do estresse (YOU & CHAN, 2015).

Tanto ROS de sinalizagdo como de origem metabdlica sdo gerados em
diferentes compartimentos subcelulares, como por exemplo, ROS metabolicos

no cloroplasto e ROS de sinalizacao no apoplasto. Os principais locais produtores
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de ROS durante o estresse abidtico sdo o cloroplasto, mitocondria, peroxissomo
e apoplasto. No entanto, cada compartimento estabelece e controla sua propria
homeostase, através de uma continua regulacao entre a producao e eliminacao
dessas espécies, gerando uma assinatura redox, que varia em diferentes tecidos e
células. Mas esses sinais nao ficam confinados, uma vez que os compartimentos
podem afetar o nivel de ROS um do outro, como por exemplo, pelo mecanismo
de transporte de peroxido de hidrogénio (H,0,), através das membranas, regulado
por meio de aquoaporinas. Esse processo dindmico entre os compartimentos ¢ de
fundamental importancia para mecanismos de tolerancia e adaptacdo em plantas
sob estresse. Isso porque, diferentes estresses abidticos ou estresses combinados,
impactam de forma diferencial a homeostase de ROS nos compartimentos
celulares, com isso geram uma combinagdo especifica de sinais, o que determina
uma resposta mais adequada a condigao adversa enfrentada pelo vegetal (SUZUKI,
2015).

3.4. Ca’ e proteinas cinases calcio-dependentes

Os mensageiros secundarios se destacam pela capacidade de propagar um
sinal primario com grande intensidade e alcance. Entre eles o Ca*', se sobressai
como talvez o mais importante, ao lado do AMP ciclico (cyclic adenosine
monophosphate — cAMP). As células vegetais mantém a concentracdo de Ca**
citosdlica em baixas concentragdes (entre 100-350 nM), porém estocam esse ion
no reticulo endoplasmatico e no vacuolo para serem resgatados. Geralmente, em
resposta a estimulos (bidticos, abidticos, hormonais), canais em organelas e na
propria membrana plasmatica se abrem para ocorrer um influxo de Ca® para o
citosol, via difus@o, contribuindo para alteragdes no gradiente eletroquimico.
Proteinas Ca?* ATPases (também chamadas de bombas de célcio) e transportadores
antiporte Ca?’/H" sdo responsaveis tanto por incrementar a concentragdo dos ions
calcio, por processos sinalizadores, quanto por reestabelecer as condigdes normais
de concentracdo desse ion apos perda de excitagdo (BUCHANAN et al., 2015;
GILL et al., 2016).

Algumas familias de sensores de Ca*" foram identificadas em plantas, ¢

talvez a mais conhecida seja a calmodulina (CaM) e as proteinas relacionadas. A
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ligagdo do ion calcio a calmodulina promove uma alteracdo conformacional da
estrutura proteica, ativando-a e permitindo sua interagdo com diversas proteinas
envolvidas em uma infinidade de respostas essenciais, como regulagcdo da
transcrigdo e atividade enzimatica. Outros sensores relevantes sao do grupo das
proteinas semelhantes a calcineurina B (calcineurin B-like — CBL), que sao serina/
treonina fosfatases dependentes de célcio e interagem com proteinas cinases para
ativar a cascata de sinaliza¢ao dependente de Ca** (KURUSU et al., 2015)

CaM e CBL sdo pequenas proteinas que contém multiplos dominios de
ligacdo de Ca*', mas néo possuem outros dominios efetores, assim, para transmitir
o sinal de Ca*, interagem com proteinas alvo e regulam sua atividade. Ja as
proteinas cinases dependentes de Ca*" (Ca’*-dependent protein kinases — CDPK),
que integram uma terceira classe de proteinas com importante papel na sinalizagdo
mediada por célcio, além de atuarem como sensores (devido a capacidade de
perceber o influxo de ions célcio por conter dominios de ligagdo de Ca?"), também
desempenham um papel efetor, através do seu dominio cinase, e assim, funcionam
tanto como sensores de Ca* quanto como efetores de sua atividade (GILL et al.,
2016).

Como um dos resultados mais relevantes da cascata de sinalizagao mediada
por Ca?* em resposta a estresses abidticos, esta a ativagao de fatores de transcricao,
que irdo regular (positiva ou negativamente) a transcricdo de diversos genes
importantes na resposta ao estresse. No entanto, essa regulacao atua de diferentes
formas nas células e entre os diferentes tipos de estresse. Por exemplo, em resposta
ao estresse térmico e salino, varios genes sensores sao ativados em resposta aos
sinais de Ca?', como calmodulinas e também de CMLs (CaM-like proteins).
Em outro estudo, foi demonstrado que a superexpressdo de uma calmodulina
(GmCaM3) leva a inibicdo de expressao de genes correlacionados ao estresse
induzido por frio, atuando como um efetor negativo da via (JAE et al., 2005;
TOWNLEY & KNIGHT, 2002).

Embora seja bastante estabelecido que a variagdo nas concentracdes
intracelulares de ions célcio seja evento chave na transdu¢@o de sinal estimulado
por estresses, ainda pouco se sabe como os diferentes sinais provocam respostas
celulares distintas e especificas. Alguns autores sugerem que um sinal de Ca?'

¢ apresentado ndo somente pela modulagdo da concentragdo de ions calcio,
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mas também por sua informagdo espacial e temporal. Assim, o sinal deve ser
compreendido como uma combinagdo de alteragdes em todos os parametros de Ca?*
produzidos por um determinado estimulo, e esse conjunto de fatores ¢ chamado
de “assinatura de Ca®>"”’. Embora tais assinaturas possam explicar parcialmente a
especificidade das respostas celulares, as moléculas que percebem e interpretam os
sinais de Ca?" fornecem especificidade adicional para o acoplamento de pardmetros
de Ca?" as respostas celulares (LUAN et al., 2002).

3.5. Proteinas cinases SnRKSs e cascata da MAPK

A fosforilagdo reversivel de proteinas ¢ um dos mecanismos mais
importantes em qualquer mecanismo de transducao de sinal. As proteinas cinases
desempenham um papel fundamental na ligacdo entre respostas adaptativas ao
estresse da planta, e estabelecimento da homeostase celular. Em plantas, a familia
de cinase SnRKs (sucrose non-fermenting I-related protein kinases), dividida em
trés subfamilias (SnRK1, SnRK2 e SnRK3), é conhecida pela participagdo em
diversas vias de resposta e adaptacdo ao estresse abiotico, incluindo sinalizag@o
por ABA (via TFs da familia NAC), sinaliza¢do de ROS, regulacdo da homeostase
i0nica e o estresse oxidativo, respectivamente (KHAN et al., 2020). Os membros
da subfamilia SnRK?2 sdo serina/treonina cinases, ¢ ja sdo bem caracterizados
quanto a seus papeis na regulacdo da resposta da planta ao ABA, por meio de
fosforilagdo direta de varios alvos a jusante, por exemplo, SLACI1 (slow anion
channel-associated 1), envolvido controle estomatico; e fatores de transcri¢ao
necessarios para a expressao de varios genes de resposta ao estresse (BARAJAS-
LOPEZ et al., 2018).

Entre os importantes membros da subfamilia SnRK3 (também conhecidos
como PKSs ou CIPKSs) esta a cinase SOS2 (salt overly sensitive 2), um componente
central da via SOS (Salt Overly Sensitive pathway), a primeira via de sinalizagdo
de estresse abidtico estabelecida nas plantas. As CIPKs sdo cinases caracterizadas
por interagirem com proteinas de ligagdo de calcio semelhantes a calcineurina
B (CBL). Na via SOS, que regula a sensibilidade a salinidade em A. thaliana,
SOS2, uma CIPK, ¢ ativada por SOS3, uma CBL, quando ocorre um influxo de

Ca?', que desencadeado pelo estresse. O complexo cinase SOS3-SOS2 atua na
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homeostase intracelular de Na” e K*, um importante mecanismo para tolerancia
a salinidade. Além disso, outros estudos ja demonstraram a participacdo de
complexos CBL-CIPK em varias vias de sinalizacdo de estresse abiodtico, onde o
calcio serve como um segundo mensageiro e, particularmente, onde a regulagio
das atividades do transportador de ions esta envolvida parece controlar a expressdo
génica (BARAJAS-LOPEZ et al., 2018; ZHU, 2016).

Na sinalizacdo desencadeada por estresse osmotico, temos outro exemplo da
participag¢do de membros dessa familia nas vias de resposta e adaptacdo ao estresse
abidtico. A proteina cinase OST1 (open stomata I), um membro da subfamilia
SnRK2, que ¢ responsiva a ABA e modula a produgdo de H,O, através da
enzima NADPH oxidase, controlando assim a abertura e fechamento estomatico,
importante mecanismo em resposta a varios estimulos estressores (KHAN et al.,
2020).

Outro grupo de cinases com papel central nas vias de transducao de sinal em
plantas sdo das MAPKs (mitogen-activated protein kinases). Essas sdo enzimas
que constituem cascatas de sinalizagdo presentes em todas as células eucarioticas.
O papel das MAPKs na imunidade das plantas ja é estabelecido para uma variedade
de estresses, e ¢ melhor caracterizado em resposta a estresses, porém estudos
demonstram que sdo também ativadas por seca, salinidade, frio, ozonio, ROS,
e no estresse por metais como cadmio e cobre. Além de serem responsaveis por
processos fisioldgicos de crescimento e desenvolvimento mediado por hormonios
(GILL et al., 2016).

O moddulo ou cascata € geralmente constituido por uma série de trés proteinas
cinases: MAPK, MAPKK e MAPKKK. O mecanismo classico de ativagao inicia-
se com um determinado sinal ou alteragdo celular que leva a ativacdo de MAPKKK.
MAPKKK atua em seguida fosforilando MAPKK e assim ativando-a. MAPKK
por sua vez fosforila MAPK e ativa-a. A forma fosforilada de MAPK pode ser
translocada dentro da célula e fosforilar outros transdutores de sinais como outras
cinases, enzimas regulatérias no metabolismo ou TFs, regulando desta forma a
fungdo celular. O inicio da sinalizagdo, com ativacdo de MAPKKK pode ocorrer
mediado por fosforilagdo via uma cinase a montante ou ligacdo com subunidades
da Proteina G, sendo que esse sinal ¢ atenuado ou reprimido por ag@o de fosfatases
(BUCHANAN et al., 2015).
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Sinais especificos a montante podem ativar multiplas cascatas de MAPKs e
ao mesmo tempo essas proteinas cinases sdo responsivas a uma grande gama de
sinais, indicando uma rede de transducdo convergente e divergente a0 mesmo tempo
(BUCHANAN et al., 2015). Esse padrdo de convergéncia é bem descrito quando
analisamos o modulo MEKK1-MKK2-MPK4/MPK6 ativado por condi¢des de
salinidade ou frio, sendo posteriormente responsavel por fosforilar e ativar TFs, o
que culminard na expressao de 152 genes envolvidos no metabolismo de resposta
ao estresse, sinalizag@o e regulagdo transcricional (SHOU et al., 2004). Apesar
de ainda pouco explorado, resultados promissores tém indicado que a cascata de
MAPK atua como um pouco importante de convergéncia e de cruzamento em
resposta a diferentes sinais abioticos (HUANG et al., 2012).

3.6. Fatores de transcricao

Proteinas regulatérias, como os fatores de transcri¢ao (TFs), atuam como os
maiores reguladores da resposta a situagdes de estresse em plantas. Esses fatores
sdo importantes na regulacdo da expressdo génica em resposta a essas condigdes.
Sua atuacdo dualista, em respostas adaptativas, geralmente estd direcionada
a elementos cis presentes na estrutura do promotor de genes que poderdo ser
induzidos ou reprimidos em resposta aos sinais induzidos por estresses. Assim,
sdo também conhecidos como unidades reguladoras da transcri¢do ou “regulons”
(BUCHANAN etal.,2015). Varios TFs ja foram descritos na atuagao como regulons
em mecanismos de resposta a estresse abiotico. Familias de fatores de transcrigdo
encontrados em plantas como bZIP, AP2/ERF, MYB, MYC, Cys2His2 Zinc-finger
e NACs estdo envolvidas em praticamente todos os processos bioldgicos, logo sdo
correlacionadas também com mecanismos adaptativos de tolerancia ao estresse
(SADE et al., 2018).

A familia de genes bZIP (basic leucine zipper) ¢ uma das maiores familias
de TF, caracterizada por um dominio bZIP altamente conservado, envolvidos na
regulacdo do crescimento, desenvolvimento e a resposta ao estresse. As proteinas
bZIP funcionam como componentes-chave em resposta a uma ampla gama de
estresses abioticos, incluindo seca, salinidade e temperaturas extremas (WANG

et al., 2018). Um exemplo da participagdo de TFs dessa familia, na resposta ao
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estresse em plantas, sdo as proteinas bZIP17, bZIP28 e bZIP60, localizadas no
reticulo endoplasmatico, que desempenham papéis importantes nas respostas ao
estresse no ER (GILL et al., 2016). Outros importantes membros sdo as proteinas
bZIP do grupo A, que incluem proteinas de ligagdo a elementos responsivos a
ABA (ABA-responsive element binding proteins — AREB) ou fatores de ligagdo
ABRE (4BRE binding factors — ABF), que foram caracterizadas como reguladores
importantes da expressdo génica na via ABA-dependente em resposta ao estresse
abiotico (HIRAYAMA & SHINOZAKI, 2010; REGUERA et al., 2012; YAMA-
GUCHI-SHINOZAKI & SHINOZA, 2006).

A atuagdo de TFs da familia bZIP, na via de resposta ao estresse ABA-
dependente, foi inicialmente demonstrada em Arabidopsis. Esses estudos
mostraram que ABRE/ABF sdo ativados por fosforilagdo, mediada pela cinase
SnRK2s (um dos principais componentes da via de sinalizagdo por ABA), ¢ se
ligam a regido promotora e ativam a expressao génica de genes dependentes e
responsivos a ABA (FUJITA et al., 2013). No entanto, estudos recentes suportam
a possibilidade de crosstalk entre as vias ABA-dependente e ABA-independente
na resposta ao estresse abidtico, e as proteinas AREB/ABF e DREB, participariam
dessa convergéncia, mediante ativacdo por SnRK2s, sob estresse hidrico. Além
disso, estudos mostraram que proteinas da via ABA-dependente (AREB1/ABF2,
AREB2/ABF4 e ABF3), interagem com proteinas da via ABA-independente
(DREB2A, DREB1A e DREB2C) e desempenham papéis importantes na regulagdo
da resposta a seca (ROYCHOUDHURY et al., 2013).

A via de resposta ao estresse ABA-independente envolve genes como RD29A
e COR15, que atuam na resposta a desidratagdo, salinidade e temperatura. Os TFs
que se ligam na regido promotora desses genes sao principalmente da familia AP2/
ERF, como os fatores de transcricdo CBF/DREB1 ¢ DREB2 (XU et al., 2008).
DREB2 esta envolvido mais especificamente na indugdo de genes de resposta a
desidratagdo e estresse salino, sendo ativado por modificagdes poés-traducionais,
via ubiquitinacgao (ligagdo com E3 ubiquitina ligase) (QIN et al., 2008). Ja4 CBF/
DERBI ¢ induzido mais rapidamente e transitoriamente em baixas temperaturas,
levando também a ativacdo de expressdo de seus genes alvo em fungdo dessa

condi¢do. Estudos demonstraram que Arabidopsis superexpressando CBF/DREBI1
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ou a forma ativa de DREB2 se mostraram mais tolerantes a condig¢des de estresse
abiotico. Além disso, foram analisados os genes induzidos em resposta a DREB1
e DREB2 e observou-se que além de existirem genes especificamente induzidos
por cada TF, um grupo foi compartilhado entre ambos (SAKUMA et al., 2006).

As proteinas NAC sdo outra familia de TFs com enorme importancia tanto
em papéis vitais na regulacdo dos processos de crescimento e desenvolvimento
das plantas, como na regulacdo da expressdo de genes em resposta ao estresse
abiotico. Essa uma superfamilia de TFs ¢ especifica de planta e esta presente em
uma ampla gama de espécies. A expressao dos genes NAC pode ser regulada pela
acdo de cis elementos responsivos ao estresse contidos na regido promotora, como
por elementos responsivos a ABA (ABRESs), elementos responsivos a desidrata¢do
(DRE?s), elementos responsivos ao acido jasmonico e, também, ao acido salicilico.
Esses genes também podem ser regulados em nivel pos-transcricional, por um
complexo mecanismos que envolve a clivagem de genes mediada por microRNA
ou splicing alternativo. Os TFs NAC também sofrem intensa regulacdo pos-
tradugdo, incluindo ubiquitinagdo, dimerizagdo, fosforilagdo ou protedlise. Essas
etapas regulatorias ajudam os fatores de transcrigdo NAC a desempenhar fungdes
multiplas na maioria dos processos da planta (SHAO et al., 2015).

Uma das primeiras evidéncias da participacdo de proteinas NAC na
regulacdo de genes envolvidos na resposta a estresse abiotico foi a identificagao
da sequéncia de reconhecimento NAC (NAC recognition sequence — NACRS)
na regido promotora do gene ERDI1 (early response to dehydrationl), induzido
em resposta a seca em Arabidopsis. Nas ultimas décadas, inumeros estudos t€ém
associado TFs da familia NAC a mecanismos de adaptagio e tolerancia a estresses
ambientais (ZHU, 2016). Muitos estudos empregaram a engenharia genética para
utilizar proteinas NAC responsivas ao estresse no melhoramento de culturas (LIU
et al., 2020; MAO et al., 2015; RABARA et al., 2014). Exemplos como esses
demonstram a importancia do estudo de fatores de transcricdo como potencial para

o desenvolvimento de variedades tolerantes as condi¢des de estresse.
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4. MARCADORES NO ESTRESSE ABIOTICO

Como relatado nos topicos anteriores, para restaurar a homeostase celular em
situacdo de estresse, as vias de respostas de plantas sdo intrincadas e sofisticadas,
além de, muitas vezes, mostrarem conexdes multi-camadas entre si e entre vias
de sinalizag@o do desenvolvimento normal do vegetal. Isso faz com que a selegdo
de marcadores para avaliagdo do estresse seja uma tarefa dificil e muitas vezes a
interpretacao dos resultados demanda um conhecimento extenso sobre fisiologia
e bioquimica do estresse em plantas. Além disso, nem todos os mecanismos de
resposta sdo conservados e/ou completamente decifrados em todas as plantas, o
que faz com que existam relativamente poucos marcadores universais do estresse
abiodtico em plantas. Nessa se¢do, foram compilados na Tabela 2 os principais
marcadores celulares, bioquimicos e génicos para estudos das respostas adaptativas
ao estresse, bem como sua andlise em diversos sistemas vegetais como forma de
direcionar o estudo complexo das vias de remodelamento fisiologico e a analise

de dados provenientes desse objetivo.
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Tabela 2. Marcadores celulares, moleculares, fisiol6gicos e genes na resposta adaptativa de plantas aos estresses abioticos.

Marcador

Fechamento
estomatico

Ajuste da area
foliar

Espessamento
de parede
celular

Marcadores Celulares

Papel Biologico

O movimento estomatico, caracterizado pela abertura e fechamento, é
um processo regulado pelo hormoénio ABA em funcdo da flutuacdo da
temperatura e/ou disponibilidade de agua. A turgidez das células-guarda é
controlada por canais de potassio (K*) e cloreto (Cl) e, de acordo com o
fluxo osmotico da agua, o estomato pode se encontrar aberto (alta turgidez —
maior potencial osmotico no interior das células) ou fechado (baixa turgidez
— maior potencial osmoético fora das células). O fechamento estomatico
diminui a taxa fotossintética e a transpiragao, diminuindo, consequentemente,
a gera¢ao de ROS por sobrecarga do aparato fotossintético e a perda de agua
por transpirac¢ao.

O ajuste da area foliar ¢ um processo que, assim como o fechamento
estomatico, diminui a taxa fotossintética. O ajuste pode ser feito por
enrolamento das extremidades ou por abscisao foliar.

O actimulo de ROS mediado por estresse leva ao espessamento da parede
celular como forma de garantir maior rigidez mecanica. Esse espessamento
¢ alcangado por meio da deposicao e polimerizagao de compostos fendlicos
em lignina e pela modifica¢do da estrutura dos polimeros que constituem a
parede celular, como a hemicelulose.

Tabela continua na proxima pagina
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Variagoes

Aberto/fechado

Esterificagdo entre
glicoproteinas e
compostos fendlicos

Deposicao de
pectinas

Lignificagao

Analise

Avaliagdo de campos randomicos
na superficie abaxial de folhas por
microscopia oOptica ou microscopia
confocal com coloracao das sec¢oes com
iodeto de propideo e excitagdo a 543 nm.

Avaliacdo fenotipica. Deve-se observar
atentamente o perfil das folhas em uma
planta controle (exemplar selvagem ou
amostra ndo submetida ao tratamento)
em relagdo as amostras tratadas. Para
oferecer um parametro quantitativo,
pode-se proceder a contagem de folhas
com sintomas em relagdo as folhas
assintomaticas.

Imunolocalizagdo mediada por anticorpos
especificos contra glicoproteinas e
polimeros de parede celular e suas
variagoes esterificadas e ndo-esterificadas
e analise por microscopia confocal e/ou
eletronica.

Quantificagdo de compostos fenolicos por
reagdo de Follin.

Mapeamento de genes envolvidos no
processo de biossintese de polimeros de
parede celular.
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Tabela 2. Marcadores celulares, moleculares, fisiologicos e genes na resposta adaptativa de plantas aos estresses abidticos
(Continuagdo da tabela)

Marcador

Modificagdes
do perfil
lipidico da
membrana
plasmatica

Morte celular
programada

Marcadores Celulares

Papel Biologico

As modifica¢des do perfil lipidico da membrana plasmatica em
células vegetais sdo causadas principalmente pelas flutuagoes
de temperatura e pela peroxidagao lipidica mediada por ROS.

Quando os mecanismos de resposta ao estresse nao conseguem
supera-lo, as plantas desencadeiam a senescéncia induzida por
estresse como forma de remobilizarem seus nutrientes para os
orgaos reprodutivos e sementes na tentativa de perpetuarem
a espécie. A extensdo dos sintomas de senescéncia (clorose
e necrose foliar) sdo indicativos da maior tolerancia ou
suscetibilidade ao estresse.

Tabela continua na proxima pagina

Variacoes

Frio: aumento
na concentragao
de acidos graxos

insaturados

Calor: aumento

na concentragao

de acidos graxos
saturados

Aumento da
concentragdo do
aldeido malonico

(MDA)

Aumento da
clorose foliar

Aumento da
necrose foliar e
radicular
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Analise

Na pratica, ¢ laborioso acompanhar as modifica¢des da
composi¢ao lipidica das membranas. A avaliagdo dessas
modificagcdes pode ser feita por meio da inferéncia
indireta avaliando-se a expressdo de genes relacionados a
dessaturagao de acidos graxos.

Extracdo em acido tricloroacético (TCA) e reagdo com
acido tiobarbiturico para formagao de um composto colorido
avermelhado.

Quantificagdo espectrofotométrica em 532 nm.

A clorose foliar pode ser diretamente avaliada como um
parametro fenotipico, observando-se a area foliar em que ha
perda de clorofila ou pela quantificagao espectrofotométrica
direta do pigmento.

A necrose foliar e radicular podem ser avaliadas por ensaios
de coloragdo de folhas e raizes por corantes vitais. Em
folhas, normalmente se utiliza o0 Azul de Tripan ou 0 Azul de
Evans e a extensdo da morte celular ¢ diretamente associada
a intensidade da colorag@o azul, uma vez que o corante so
¢é capaz de penetrar células mortas. Na raiz, essa avaliagdo
por ser feita por meio da coloragdo das raizes com iodeto
de propideo e sua avaliagdo sob microscopia confocal. Em
células mortas, parede celular e nicleo sao corados e em
células vivas, apenas a parede ¢ corada. Portanto, a maior
incidéncia de nicleos corados em campos randomicos indica
maior extensdo da morte celular na raiz.
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Tabela 2. Marcadores celulares, moleculares, fisiologicos e genes na resposta adaptativa de plantas aos estresses abioticos

(Continuagao da tabela)

Marcadores Celulares

Marcador Papel Biologico Variagoes

Aumento da

Morte celular degradagao

programada (continuagdo) de proteinas
(continuagdo) e acidos
nucléicos

Analise

A degradagao de proteinas e acidos nucleicos pode ser avaliada por
meétodos quantitativos e qualitativos. A eletroforese dos acidos nucleicos
e do extrato proteico total de plantas submetidas a estresse permitem
inferir sobre a qualidade da amostra, que reflete diretamente na taxa de
degradagdo. Grandes areas de arraste indicam maior grau de degradacao.
No caso das proteinas, pode-se estimar a taxa de decaimento proteico
por métodos quantitativos, como o de Bradford, comparando-se a
amostra controle com a amostra tratada, assumindo-se como auséncia de
degradacdo a quantidade de proteinas na amostra controle e calculando-se
(de forma relativa) a taxa de degradagdo com base na quantificacao de
proteinas na amostra tratada.

Marcadores Moleculares — Metabolismo Hormonal

Marcador Papel Biologico Variagoes

ABA ¢ o principal hormoénio na integra¢ao dos

Analise

Quantificacdo espectrofotométrica baseada em kits de imunodiagnostico
(ELISA)

Marcadores Moleculares — Metabolismo Oxidativo

Aciils disdisas sinais ambientais e da fisiologia adaptativa, =~ Aumento na
(ABA) controlando a expressdo de fatores de concentragdo de
transcrigdo importantes nas vias de sinalizagao A
ABA-dependentes e o fechamento estomatico.
Marcador Papel Biologico Variacoes

ROS sao produtos de processos metabolicos AmERtIcomo

(balanceados ou desbalanceados), como a (cjgr;i%qrgzgfli

Espécies reativas  fotossintese e a respiragao celular, ou produtos da dos g
de oxigénio atividade de peroxidases e oxidases em resposta fotossistemas
(ROS) a estresses. Podem ocorrer em cloroplastos, diminuicdo
mitocondrias, reticulo endoplasmatico (RE) e dz cond té%c'a

peroxissomos. utanct

estomatica

Tabela continua na proxima pagina
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Analise

O peréxido de hidrogénio (H,0,) ¢ a forma mais comumente analisada
de ROS e reflete o panorama global do estado redox das células. Na
avaliagdo qualitativa, o H,0, reage com a diaminobenzamidina (DAB)
ou o azul tritrotetrazélico (NBT) formando um precipitado marrom e
azul, respectivamente, nas folhas. Quantitativamente, o per6xido em meio
4cido reage com o iodeto de potéssio sendo degradado a O, e H,O. Essa
degradagao leva a diminui¢ao da absorvancia da reagao a 390 nm e sua
quantificac@o pode ser realizada baseada em uma curva padrao.
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Tabela 2. Marcadores celulares, moleculares, fisiologicos e genes na resposta adaptativa de plantas aos estresses abioticos
(Continuagao da tabela)

Marcador

Atividade
enzimatica
(CAT, SOD,
APX e
GPX)

Osmolitos
nitrogenados

Agucares
soluveis

Pigmentos —
clorofila

Marcadores Moleculares — Metabolismo Oxidativo

Papel Biologico

Em resposta ao acimulo de ROS, as plantas aumentam a transcrigao
e a atividade de enzimas antioxidantes, como a catalase (CAT), a
superoxido dismutase (SOD), a ascorbato peroxidase (APX) e a
glutationa-peroxidase (GPX). A SOD converte radicais superoxido
em H,0, nos cloroplastos. Por sua vez, as enzimas CAT e APX
convertem os radicais hidroxil em H,O e O, tanto nos cloroplastos
como no citosol, bem como a GPX.

Os osmolitos nitrogenados, representados em sua maioria por
aminoacidos ou derivados, desempenham um papel importante
na resposta aos estresses abioticos conferindo tolerancia a perda
de agua e acimulo de ROS, além de também atuarem como
anticongelantes em casos de temperaturas extremas baixas.

Os acucares soluveis, gragas a suas propriedades redutoras e
sua alta camada de solvatagdo, sdo osmolitos sintetizados pelas
plantas em resposta a seca e ao estresse osmotico. Quando em
altas concentragdes, sdo capazes de otimizar o potencial osmotico
celular, melhorar o estado de hidratagdo e proteger as membranas
lipidicas contra calor excessivo e congelamento.

A clorofila compreende um grupo de pigmentos porfirinicos
fotossintéticos presentes nos cloroplastos que confere a cor
esverdeada as folhas. As plantas apresentam clorofila a e b, que
diferem uma da outra por um grupamento metil em vez de aldeido
na posi¢ao 3 do anel tretrapirrol.

Tabela continua na proxima pagina

Variacoes

Aumento
na atividade
enzimatica

Aumento na
concentragao
de prolina,
glicina, glicina-
betaina e acido
y-aminobutirico
(GABA), além
de poliaminas

Aumento na
concentragao de
maltose, rafinose

e trealose

Diminuigao do
ter de clorofila
em estrese

109

Analise

Ensaios de atividade enzimatica baseado na degradacdo de
ROS promovida pela enzima e seu efeito sobre a reagao
enzimatica.

A quantificagdo de prolina ¢ a técnica mais amplamente
utilizada para a quantificacdo de osmolitos nitrogenados.
Ela baseia-se na reagao da prolina em acido sulfosalicilico
com a ninidrina, formando um cromoéforo de cor azulada,
cuja leitura ¢ feita em 520 nm e a concentragdo calculada
com base na absorvancia das amostras e coeficiente de
extingdo molar da prolina.

Analises fracionadas de aminoacidos e outros derivados
nitrogenados sdo conduzidas por cromatografia liquida de
alta eficiéncia.

Detecg¢do baseada em reagdes Oxido-redutoras. Para a
detecgao geral de agucares soluveis ¢ utilizado o método do
DNS (acido dinitrosalicilico), em que os agtcares redutores
reagem com o DNS a quente se oxidando e formando um
composto de cor amarronzada. A quantificagao ¢ feita
por leitura espectrofotométrica a 540 nm e baseada em
curva padrao de um monossacarideo. Para quantificagdes
de agucares especificos, normalmente ¢ aplicada a
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

A quantificagdo de clorofilas ¢ feita por espectrofotometria
direta, em que os extratos alcodlicos das folhas sdo
submetidos a leitura em 480 nm, 645 nm e 663 nm e as
concentragdes de clorofila calculadas por equagdes que
relacionam a absorvancia e o coeficiente de extingdo molar
desses pigmentos.
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Tabela 2. Marcadores celulares, moleculares, fisiologicos e genes na resposta adaptativa de plantas aos estresses abioticos
(Continuagao da tabela)

Marcador

Pigmentos -
carotenoides

Pigmentos -
antocianinas

Marcador

Condutancia
estomatica

Fixagao de
CO,

Fotossintese
+

Transpiragao

Marcadores Moleculares — Metabolismo Oxidativo

Papel Biologico

Os carotenoides sdo pigmentos de natureza lipidica, derivados dos
terpenos. Devido a sua natureza conjugada, sdo excelentes anti-oxidantes
e sua abundancia esta associada a maior tolerancia aos efeitos deletérios do
acumulo de ROS.

As antocianinas sdo pigmentos arroxeados derivados de flavonoides com
funcdo termoprotetora e antioxidante. Sdo produzidas em resposta a luz
excessiva e a privagao de dgua.

Variacoes

Diminui¢ao do teor
de carotenoides
devido a oxidagao

Aumento do ter de
antocianinas em
resposta ao calor e
seca

Marcadores Fisiolégicos

Papel Biologico

Os estomatos sdo a principal estrutura foliar envolvida no controle das
trocas gasosas entre a planta e o ambiente. A resisténcia e a condutancia
estomatica sao medidas diretas da eficiéncia dessas trocas e reforcam os
valores analisados para a taxa fotossintética e a transpiragdo, que devem ser
menores em plantas submetidas a estresse hidrico e osmatico, por exemplo.

O consumo de CO, tem uma relagdo direta com a taxa fotossintética das
plantas, que ¢ diminuida no estresse abidtico em fungdo da redugdo da area
foliar e dos mecanismos de fechamento e reclusdo estomaticos, como efeito
colateral da diminuigdo da perda de agua por transpiracao e da otimizagao
do uso da 4gua no interior das células.

Variacgoes

Diminui¢ao da
condutancia
estomatica para
minimizar as
perdas de agua por
transpiragao

Diminuigao da taxa
fotossintética e da
taxa de transpiragao’

Analise

Assim como a clorofila, sdo analisados por
espectrofotometria direta.

Extragdo em alcool-acido cloridrico e
quantificag@o por espectrofotometria com
leituras em 529 nm e 650 nm.

Analise

Analisador de gas por infra-vermelho
(IRGA, infra-red gas analizer).

Analisador de gas por infra-vermelho
(IRGA, infra-red gas analizer).

(1) Diminuigao da taxa fotossintética em menor razao, comparada com a diminui¢ao da taxa de transpiragdo, e associada a diminui¢ao da condutancia estomatica,
indica a existéncia de mecanismos adaptativos que otimizam o uso da dgua e diminuem sua perda, sendo caracteristicas frequentemente associadas a melhor
performance das plantas em situagdo de estresse hidrico.

Tabela continua na proxima pdagina
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Tabela 2. Marcadores celulares, moleculares, fisioldgicos e genes na resposta adaptativa de plantas aos estresses abioticos
(Continuagdo da tabela)

Marcador

Teor relativo
de agua

Fluxo i6nico

por extrava-
samento de
eletrolitos

Marcador
CAT
SOD
APX
GPX

AREB-1
DREB1/24
RD294
RD29B

Marcadores Fisiolégicos

Papel Biologico

O teor relativo de agua refere-se ao conteudo de agua das células
comparado em dois pontos distintos. Geralmente ¢ um indicativo
da eficiéncia do uso de agua em estudos de estresse osmotico,
como seca e estresse salino, uma vez que maior teor relativo de
4gua indica uma menor transpira¢do, com consequente melhoria
na performance oxidativa das células e menor murcha das folhas.

Quando uma planta é submetida a um tipo de estresse abidtico,
normalmente, instaura-se um fluxo de ions através da membrana
plasmatica em resposta ao estresse. Entretanto, com o aciimulo
de EROS e os efeitos deletérios dos estresses sobre a membrana
plasmatica, pode haver extravasamento de eletrolitos causados por
ruptura das membranas. Portanto, o extravasamento de eletrolitos
¢ um parametro que infere sobre a integridade das membranas.

Variacgoes

Diminuigao do
teor relativo de

agua

Aumento do
extravasamento
de eletrolitos

em estresse

Marcadores Génicos

Papel Biologico
Catalase/Enzima anti-oxidante
Superoxido dismutase/Enzima anti-oxidante
Ascorbato peroxidase/Enzima anti-oxidante
Peroxidase da glutationa/Enzima anti-oxidante
ABA responsive element-binding/Fator de transcri¢ao
Dehydration responsive elemento-binding/Fator de transcri¢ao
Responsive to desiccation 29A/Fator de transcricao

Responsive to desiccation 29B/Fator de transcrigao

Tabela continua na proxima pagina

Variacgoes

111

Aumenta
Aumenta
Aumenta
Aumenta
Aumenta
Aumenta
Aumenta

Aumenta

Analise

A determinacdo do teor relativo de agua ¢ feita em
situacdo comparativa, geralmente em plantas irrigadas e
posteriormente submetidas ao estresse hidrico. A planta tem
sua massa fresca determinada e ¢ submetida a secagem para
determinagao da massa seca e, consequentemente, do teor de
agua. O teor determinado para a planta irrigada € considerado
integral (TRA = 1) e, ap6s submetida a estresse, expresso em
fungao da perda de agua promovida pelo estresse.

Medida comparativa em plantas controle e plantas
estressadas ou ao longo do tempo realizadas com um
condutivimetro.

Analise

Analise de expressdo génica por qRT-PCR e calculo da
expressdo por método comparativo 24t ou 2-44¢t,

PPGGM
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Tabela 2. Marcadores celulares, moleculares, fisiologicos e genes na resposta adaptativa de plantas aos estresses abioticos
(Continuagao da tabela)

Marcador Papel Biologico Variacoes Analise
RD20 Responsive to desiccation 20/Fator de transcri¢ao Aumenta
RABIS Ras-related preotein 18/LEA protein Aumenta
PAL Phgnylalanine ammonia liag/Enzima da via dos fenil-propanoides Aumenta
e sintese de compostos fendlicos
NRP-1/2  N-rich protein 1 and 2/Fator de transcrigdo Aumenta
VPE Vaccuolar processing enzyme/Enzima do tipo caspase-like em Aumenta

processos de morte celular Analise de expressdo génica por qRT-PCR e célculo da

expressao por método comparativo 24 ou 2-44,

CNX Calnexin/Proteina calcio-dependente Aumenta
GLKI1 Golden like-1 protein/Manutengao dos cloroplastos Diminui
NYCI Non-yellow Coloring 1/Degradagao de clorofila Aumenta
PaO Pheophorbide oxidase/Degradagio de clorofila Aumenta
BFNI Bifunctional nucleasse 1/Degradacao de ac. nucleicos e proteinas Aumenta
SINAI Seven in Absentia/Protease Aumenta
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Capitulo 05

IMPLICACOES EVOLUTIVAS SOBRE
A DIVERSIFICACAO DE BROMELIAS
RESIDENTES EM INSELBERGS NA FLORESTA
ATLANTICA

Yumi Sheu
Liliana Aparecida Ribeiro Martins
Thais Lazarino Maciel da Costa

Tais Cristina Bastos Soares

1. INTRODUCAO

Um dos propdsitos mais elementares da biogeografia ¢ estudar os padrdes
de distribui¢do das espécies. Esses padrdes podem ser observados em multiplas
escalas temporais em relagdo aos parametros geograficos e processos ecologicos
que podem ter impulsionado ao padrdo atual de distribuicdo dos mesmos
(LOMOLINO, 2005). A Filogeografia é um ramo da biogeografia que estuda os
principios e os processos que governam a distribui¢do de espécies geneticamente
relacionadas em uma escala espacial e temporal (AVISE, 2000). Os estudos
filogeograficos utilizam, atualmente, uma abordagem multilocos que associa os
dados de filogenia aos padrdes de distribuigao das espécies, a fim de reconstruir a
historia evolutiva de linhagens genealogicas no tempo e no espago (AVISE, 2009;
HICKERSON et al., 2010). Este tipo de estudo ¢ importante, pois torna possivel
avaliar processos evolutivos que possam ter resultado na estruturagdo populacional
das espécies estudadas (AVISE, 2009).

Inselbergs sdo considerados afloramentos rochosos abruptamente isolados
principalmente granitéides e gndissicos originados de elementos da paisagem
do pré-crambiano sobre escudos continentais cristalinos (POREMBSKI &
BARTHLOTT, 2000). Abrigam tipicamente vegetacdo rupicola incorporada dentro
de uma paisagem composta de comunidades vegetais contrastantes, das quais
espécies da familia Bromeliaceae se destacam como elementos caracteristicos

dessas comunidades.
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Estudos filogeograficos focados em espécies adaptadas a inselbergs
forneceram apenas alguns insights sobre processos evolutivos que levaram
a diversificagdo das linhagens e/ou espécies (PALMA-SILVA et al., 2011;
PINHEIRO et al., 2014) revelando alta diferenciacéo, forte estrutura genética com
niveis diferenciados de diversidade genética, suportando a hipotese que inselbergs
atuam como centro de endemismo e de diversidade genética.

Dessa forma, investigar as forgas que dirigem os processos evolutivos e de
estruturagdo populacional ao longo do tempo e obter estimativas de diversidade
genética em populagdes naturais tornam-se fundamentais para endossar estratégias
de conservagao in situ. Nesse capitulo apresentamos uma revisao sobre os principais
aspectos evolutivos sobre diversificagdo de bromélias em inselbergs na Floresta
Atlantica, contextualizando informagdes basicas para um melhor entendimento e

compreensdo da complexa historia evolutiva dessa familia.
2. FLORESTAATLANTICAEOFENOMENODAMEGADIVERSIDADE

O continente sul-americano abriga uma das regides de maior megadiversidade
do planeta, a Floresta Atlantica, a qual originalmente cobria uma area de 1.315.460
km? e, atualmente, esta reduzida em aproximadamente 7 a 33% de sua area original
(MYERS et al., 2000; RIBEIRO et al., 2009; REZENDE et al., 2018). Estende-se
continuamente na porg¢ao leste do territorio brasileiro, incluindo ainda Misiones
na Argentina e o leste do Paraguai (GALINDO-LEAL & CAMARA 2005). Além
disso, ¢ circundada pela diagonal seca da América do Sul (composta pelas areas
abertas da Caatinga, Cerrado e Chaco) configurando uma ilha florestal isolada na
porgao leste do continente sul Americano (AB’SABER, 1977).

A biota da Floresta Atlantica engloba entre 1 a 8% de toda biodiversidade do
planeta (SILVA & CASTELETI, 2005). O elevado nimero de espécies endémicas
e a diversidade de plantas vasculares indica que este dominio fitogeografico figura
dentre aqueles que apresentam as mais altas do mundo (MARTINELLI et al.,
2008). Entre os géneros de angiospermas, 159 sdo endémicos da Floresta Atlantica
e aproximadamente metade desses sdo monotipicos (STEHMANN et al., 2009).
Ademais, alguns grupos de angiospermas apresentam grande representatividade
neste dominio, como por exemplo a familia Bromeliaceae (MARTINELLI et al.,
2008; BFG, 2020).
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A Floresta Atlantica é composta por diferentes formagdes florestais, tais
como: Floresta Ombrofila Densa, Floresta Ombrofila Aberta, Floresta Ombrofila
Mista, Floresta Estacional Decidual, Floresta Estacional Semidecidual, além de
ecossistemas associados tais como as Formagdes Pioneiras (restingas), manguezais
e os refugios vegetacionais ou Campos de Altitudes (IBGE, 2012).

As diferentes fitofisionomias conferem ampla heterogeneidade, a qual ¢é
traduzida em uma alta biodiversidade (CNRBMA, 2020). E constituida por regides
arenosas ao nivel do mar, assim como por areas emersas em manchas de campos de
altitude, sendo frequentemente encontrados acima de 2000 m (SAFFORD 1999;
2007).

No entanto, a despeito da conservacao, esse dominio fitogeografico tem
sido drasticamente reduzido a fragmentos cada vez mais esparsos, uma vez que
a pecudria e agricultura atingiram toda a extensao florestal (MARTINELLI et al.,
2008; MITTERMEIER et al., 2011). O avango antropico sobre a area florestal
ocorre conforme interesses economicos ¢ devido a expansdo urbana, o que
pode acarretar maior pressao sobre fitofisionomias especificas que se encontram
nestas areas. Por ser uma das florestas mais ameacadas do mundo, a perda da
biodiversidade pode trazer consequéncias diretas, tais como erosdo genética, perda
de ecossistemas, de populagdes e processos evolutivos fundamentais que fazem a
manutengio da biodiversidade (GALINDO-LEAL & CAMARA, 2005). Assim,
¢ de suma importancia a delimitacdo de areas prioritarias para a conservagao
(MARTINELLI et al., 2008; MYERS et al., 2000; MITTERMEIER et al., 2011).

A grande heterogeneidade observada pode ser explicada pelas variagcdes
dos gradientes latitudinal (de 5°S a 30°S) e altitudinal (ao nivel do mar a cerca
de 1700m) presentes (D’HORTA et al., 2011). Dessa forma, a heterogeneidade
ambiental e o isolamento podem ter sido fatores preponderantes para a grande
variedade de espécies endémicas encontradas dentro do cenario de regides
megadiversas (MYERS et al., 2000).

O entendimento da megadiversidade na regido tropical difere na eleicdo
do mecanismo causador dos processos de especiacao (COX & MOORE, 2010;
PIANKA, 1966). Alguns autores defendem que a instabilidade dessa regido (na qual
incluem-se as Florestas tropicais pluviais) € a principal causa da megadiversidade,

como por exemplo, a ocorréncia de importantes eventos tectonicos (RIBEIRO,
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2006; SAADI, 1993). Acredita-se, ainda, que constantes disturbios locais nas
comunidades e ecossistemas (CONNELL, 1978) possam ter levado a separagdo
e diferenciacdo das linhagens e do nicho ecoldgico, resultando em especiagao.
Por outro lado, outros autores argumentam que a estabilidade da regido tropical
associada a um clima tropical caracteristico com regimes de precipitacao
anual altos e poucas variagdes sazonais influenciou no surgimento de regides
megadiversas (D’HORTA et al., 2011). Um dos fatores preponderantes para este
cendrio pode ser devido as flutuagdes climaticas no Quaternario, no qual as regides
tropicais podem ter sofrido perturba¢des em menores escalas quando comparadas
as regides temperadas e menores variagdes de temperatura e precipitagdo anuais
(MONTAGNINI & JORDAN, 2005), ou seja, tanto a flora quanto a fauna teriam
mais tempo para se diversificarem.

Por serem regides geologicamente mais antigas, as espécies tropicais
foram acumulando pequenas adaptacdes que levaram aos inimeros processos de
especiacao apos determinado periodo (PIANKA, 1966) resultando no crescimento
das taxas de mutacdo e sele¢do, provocando o surgimento de novas espécies de
forma mais acelerada.

Em suma, o fendmeno da megadiversidade nas florestas tropicais impulsionou
a criagdo de inimeras hipdteses que tentam explicar a diversificagdo e riqueza
das linhagens, seja relacionada a estabilidade ou a instabilidade. No entanto,
Huggett (2004) explica que apenas um unico processo nao ¢ capaz de explicar
a origem da megadiversidade dos tropicos, pois os organismos podem responder
de forma diferenciada. Para tanto, abordagens utilizadas em ecologia evolutiva e
biogeografia molecular podem auxiliar na compreensao dos diferentes processos
de diversificagdo responsaveis por gerar variacdes de riqueza de espécies em

multiplas escalas espaciais e temporais (RABOSKY, 2013).

3. DIVERSIFICACAO DA BIOTA POR HIPOTESES
BIOGEOGRAFICAS

A elevada diversidade biologica no contexto da biogeografia, observada em
regides tropicais, ¢ um fator atuante para investigagdes sobre quais 0s processos

historicos e evolutivos podem estar envolvidos em originar e manter a diversidade
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da biota. Estudos filogeograficos, paleoclimaticos e geoldgicos abarcam multiplas
metodologias que, até entdo, ndo possibilitavam quantificar de maneira satisfatoria
e robusta essa diversidade. Existem diferentes hipoteses debatidas na literatura, por
exemplo, barreiras riverinas, gradientes ecoldgicos e de refugios pleistocénicos,
que sdo capazes de explicar os possiveis processos responsaveis por gerar padroes
de diversidade vistos atualmente. Porém, destaca-se ainda, que a diversificacdo das
espécies no Neotropico ndo pode ser explicada por apenas um unico modelo de
vicariancia ou de mudancas ambientais (HOORN et al., 2010). E a biodiversidade
da Floresta Atlantica parece ser moldada em uma histdéria complexa envolvendo
nao somente uma hipotese de diversificagdo (CARNAVAL et al., 2009; D’ HORTA
et al., 2011). Todas as hipoteses sugeridas foram revisadas dentro de um contexto
coalescente por Leite & Rogers (2013), onde estes sugerem novas perspectivas
filogenéticas, através de padrdes genéticos para a analise das hipdteses de

diversificacdo.

3.1. Barreiras riverinas

Uma hip6tese bastante conhecida ¢ a “barreiras de rios”, proposta inicialmente
por Wallace (1852), sugerindo que a geracdo da diversidade das espécies ocorreu
apos surgimento dos grandes rios como barreiras vicariantes (barreiras geograficas
primarias) durante o Mioceno tardio. Muitos estudos tém confirmado essa hipdtese
para uma gama de grupos taxonomicos, a exemplo da diversificacdo de primatas
do género Callithrix (ROOSMALEN et al., 1998) e Saguinus (PERES et al.,
1996), além de aves de diversas familias (CLUTTON-BROCK, 1992; HAFFER,
1992; RIBAS et al., 2012; FERNANDES et al., 2012; FERNANDES et al.,
2014). Ribas et al. (2012), revelaram através de modelos biogeograficos e datagdo
molecular a influéncia do surgimento dos grandes rios Amazonicos na especiagao
no género de aves Psophia, destacando a importancia de estimativas de tempos de
divergéncia genética para estudos que envolvem biogeografia e especiacdo. Além
disso, morfoestruturas como cadeias montanhosas (CHAPMAN, 1917; KATTAN
et al., 2016) podem atuar também como barreiras primarias, impedido o fluxo
génico entre as populagdes, permitindo a diferenciacdo e, consequentemente,
diversificacao da biota (PATTON et al., 1994; CABANNE et al., 2008).
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Dentro do contexto da Floresta Atlantica, foram verificadas evidéncias de
contribui¢cdo dos rios atuando como barreiras ao fluxo génico entre linhagens
geneticamente diferentes, a exemplo do rio Doce (MARTINS, 2011), o rio S&o
Francisco (CABANNE et al., 2008), o rio Paranapanema (PIRES et al., 2011) e
o rio Jequitinhonha (BATALHA-FILHO, 2012). Ribeiro (2006), utilizou analises
biogeograficas e inferiu uma datacdo mais antiga para o rio Doce, em relagdo as
divergéncias encontradas, sendo um possivel caso de barreira secundaria e, ainda,
¢ considerado um local de quebra genética em diversos organismos que ocorrem
do norte ao sul das margens (COSTA, 2003, FOUQUET et al., 2012). Ademais,
as regides norte e sul diferenciam quanto a sua composicao floristicas em relagéo
a taxons restritos a cada margem oposta (CARNAVAL et al., 2014).

3.2. Gradientes ecologicos

A hipotese de gradientes ecologicos propde que espécies teriam se
diferenciado ao longo de mudangas ambientais, em um gradiente ecologico na
qual promove selecdo divergente, mesmo na presenca de fluxo génico (ENDLER,
1977).

Segundo essa hipotese, as areas de transicao ecoldgica seriam pontos de
encontro entre taxons irmaos ou outros grupos genéticos (LARA et al., 2005).
Apesar de, nesse contexto, ndo haver isolamento fisico (vicariancia) ao fluxo
génico, as populacdes teriam se adaptado as caracteristicas seletivas de um
ambiente razoavelmente uniforme, que varia em clina, levando a especiagdo
parapatrica (ENDLER, 1982).

3.3. Refugios pleistocénicos

Hipoéteses como a dos refligios Pleistocénicos proposta por Haffer (1969)
implicam que as espécies se diversificaram por especiagdo alopatrica, devido a
sucessivos ciclos de expansdo e contracdo vegetacional em resposta aos ciclos
climaticos glaciais durante o Pleistoceno, nos quais as savanas Sul-Americanas
teriam atingido sua extensdo maxima durante o Ultimo Méaximo Glacial (UMG),
com conexdes entre blocos savanicos localizados ao norte ¢ ao sul da Amazodnia
(WEBB, 1991).
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Essencialmente, a floresta se contraiu em fragmentos (refiigios), em periodos
muito secos e frios do UMG, ocasionando uma redugdo e a fragmentacao das
populagdes das espécies associadas com a vegetagdo por isolamento genético.
Contrariamente, as savanas se expandiam nesse mesmo periodo. Ja no periodo
Ultimo Méximo Interglacial (UMI), quando o clima era mais imido, as florestas
se expandiam através de um contato secundario entre as populacdes. Além disso,
Carnaval & Moritz (2008), reconhecem regides de alta adequabilidade (a regido
norte, ao norte do Rio Sao Francisco e a regido central, entre os Rios Sao Francisco
e o Doce), ou seja, as florestas mantiveram-se imidas e estaveis, constituindo-se
refugios florestais no UMI. Porém, muito se tem debatido sobre a validagdo dessa
teoria, pois uma série de trabalhos (COLINVAUX et al., 2000; MAYLE et al.,
2004; WERNECK et al., 2012) ndo indicam que o UGM foi caracterizado por

ampla distribui¢do de savanas.
4. INSELBERGS: ASPECTOS GERAIS E EVOLUTIVOS

Os inselbergs sao definidos como afloramentos rochosos graniticos ou
gnaissico, isolados, originados de elementos da paisagem do pré-crambiano sobre
escudos continentais cristalinos (POREMBSKI et al., 2010). Estas formagdes
rochosas destacam-se pela heterogeneidade vegetacional e estrutural que
apresentam na Floresta Atlantica. Apresentam condi¢des ambientais extremas,
como altas temperaturas, solos pouco desenvolvidos ou ausentes e baixa retengao
de agua e exposi¢do a ventos fortes (POREMBSKI & BARTHLOTT, 2000; de
PAULA etal., 2016; COUTO et al., 2017). Esses filtros ambientais condicionaram
a formac¢@o de uma flora rica e endémica, muito distinta da vegetacao circundante
com predomindncia de espécies xéricas (POREMBSKI, 2007). Por causa de sua
natureza geografica disjunta, os inselbergs sao frequentemente comparados as ilhas
ocednicas, ja que a maioria deles exibe um forte isolamento ecol6gico marcado por
area circundante (POREMBSKI et al., 2000; BURKE, 2003).

De acordo com Safford & Martinelli (2000), os inselbergs englobam toda
a costa leste do Brasil, inseridos desde o semiarido nordestino até os altiplanos
nebulares do Rio Grande do Sul. Muito embora esses afloramentos em sua

maioria graniticos sejam comuns nas paisagens brasileiras, estudos acerca da
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flora e seus aspectos historicos sdo ainda incipientes diante de sua importancia
(PALMA-SILVAetal.,2011; HMELJEVSKI et al., 2017; de PAULA et al., 2016).
Desta forma, investigagdes sobre a historia evolutiva, sistematica e ecologia sao
fundamentais para auxiliar no entendimento da diversificagdo frente a respostas a
flutuacdes climaticas pretéritas.

No territdrio brasileiro, a maior concentragdo de inselbergs estd na regido
nordeste, no dominio da Caatinga (AB’SABER, 1967), ainda que exista uma
grande concentragdo desses afloramentos rochosos comtemplada dentro da Mata
Atlantica, na regido sudeste, principalmente nos estados do Espirito Santo, Minas
Gerais e Rio de Janeiro (de PAULA et al., 2016). A regido sudeste, no entanto, é
considerada um dos trés Aotspots mundiais de diversidade de plantas em inselberg,
juntamente com Madagascar e sudoeste da Australia (POREMBSKI, 2007).

A grande maioria dos inselbergs que emergem no sudeste do Brasil,
localizam-se entre os Estados do Rio de Janeiro (RJ), Espirito Santo (ES), em
partes do sul da Bahia, sudeste de Minas Gerais (MG) e em algumas regioes do
estado de Sao Paulo (SP) (de PAULA et al., 2020). O conjunto de caracteristicas
unicas, associados a uma biota dindmica e variavel resultou nas grandes diferencgas
observadas nos inselbergs do sudeste brasileiro (SAFFORD & MARTINELLI,
2000). Essa regido central compreende uma fitogeografia especifica da Floresta
Atlantica e, recentemente, baseada na flora amplamente diversificada da familia
Bromeliaceae foi denominada como “Sugar Loaf Land” (de PAULA et al., 2016;
2020). Para estes inselbergs, foram listados registradas 548 espécies de plantas
vasculares, atribuidas a 69 familias e 212 géneros, com predominio das familias
Bromeliaceae, Orchidaceae e Asteraceae (de PAULA et al., 2020). Entre as
Bromeliaceae, os géneros Alcantarea, Orthophytum, Pitcairnia, Stigmatodon e
Tillandsia dominam a paisagem de inselbergs no Brasil (de PAULA et al., 2016;
2020).

Entre os levantamentos floristicos realizados por Porembski & Barthlott
(2000), foram contabilizadas 57 familias e 3.500 espécies de angiospermas
nos inselbergs. Destas familias, destacam-se pelas caracteristicas epifitas e de
adaptagdo, Orchidaceae ¢ Bromeliaceae, sendo essa ultima contendo géneros
(Alcantarea, Encholirium, Orthophytum, Pitcairnia, Tillandsia e Vriesea) que

dominam a paisagem de inselbergs no Brasil (de PAULA et al., 2016).
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Algumas investigacdes sobre a historia evolutiva de algumas espécies
de bromélias demonstraram um reduzido fluxo génico intraespecifico entre
inselbergs, caracterizando-as como ilhas e elevado grau de isolamento ecologico
(BARBARA etal.,2007; PALMA-SILVA etal., 2011; HMELJEVSKI et al., 2017,
MOTA et al., 2020). Sabe-se que a interrupcdo ao fluxo génico esta associada, entre
outros fatores, ao tamanho de area habitada por espécie em comparagdo com a
distancia de migragao dos individuos, promovendo um isolamento por distadncia ou
geografico (WRIGHT, 1943). O modelo stepping stone (isolamento por distancia),
considera que o grau de isolamento pode interferir de maneira significativa na
diferenciacdo genética, uma vez que populagdes conferem uma redugao gradual
na similaridade genética devido ao aumento da distancia geografica e restri¢ao da
dispersao (KIMURA & WEISS, 1964; HELLBERG et al., 2002). Dessa forma,
as estimativas de fluxo génico para populacdes sofrendo processos de stepping
stone, serdo altas em populagdes mais proximas e reduzidas nas mais distantes
(HELLBERG et al., 2002).

O endemismo, registrado nos inselbergs, reflete uma evolugdo mais antiga
e longa, com evidéncias paleobotanicas, sugerindo que afloramentos rochosos
cobriram os cumes das montanhas do sudeste do Brasil desde o Pleistoceno
(BEHLING, 1997; SAFFORD, 1999). Alguns autores também defendem que
inselbergs podem ter atuado como refiigio para espécies xerodfilas ou adaptadas
ao frio durante ciclos glaciais, no Pleistoceno do Quaternario (SPEZIALE &
EZCURRA, 2012; SCARANO, 2002). Quando um clima mais seco favoreceu
a expansdo das espécies adaptadas a tal condi¢@o no leste do Brasil (BEHLING,
2002; LEDRU et al., 2007; CARNAVAL & MORITZ, 2008). Por outro lado,
durante os periodos interglaciais, no Pleistoceno do Quaternario, ocorreram
expansdes das florestas umidas e retracdo da vegetacdo xérica, que permaneceu
em topos de morros de elevadas altitudes, onde as condigoes edafoclimaticas nao
eram propicias para o desenvolvimento de fisionomias florestais, formando os
campos de altitude e os chamados inselbergs (BEHLING, 2002).

Safford & Martinelli (2000) listam quatro razdes que podem refletir no grande
numero de espécies registradas nos inselbergs do Brasil: 1) sucessivos ciclos de
expansdo e contragdo vegetacional, e consequentemente a sua flora rupicola, em

resposta a flutuagdes climdticas glaciais durante o Pleistoceno, no Quaternario, que
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favoreceu a diversificagdo por especiagdo alopatrica. Somado a isso, as savanas
Sul-Americanas teriam atingido sua extensdo maxima durante o Ultimo Méaximo
Glacial (UMG), com conexdes entre blocos savanicos localizados ao norte e ao sul
da Amazodnia; 2) a variagdo do gradiente altitudinal do Sudeste Brasileiro levando a
uma heterogeneidade ambiental entre inse/bergs proximos, cujas diferencas inicas
pode acarretar divergéncia genética dentro de espécies; 3) prevaléncia das familias
Bromeliaceae e Velloziaceae, as quais sao formadas em parte por tdxons capazes
de alterar facultativamente de habitats epifitos para rupicolas e saxicolas; e por fim
4) a predominancia de encostas estéreis, favorecendo assim, uma multiplicidade

de locais para colonizagdo e evolucao local.
5. AFAMILIA BROMELIACEAE

Dentre as familias de plantas com grande representatividade nos inselbergs,
destaca-se a Bromeliaceae (de PAULA et al., 2016; 2020; FRAGA et al., 2019;
COUTO etal., 2017). Essa familia configura entre as dez familias de angiospermas
com maior riqueza de taxons para a flora brasileira (MARTINELLI et al., 2008;
FRAGA et al., 2019; BFG 2020), abrigando aproximadamente 77 géneros e
3630 espécies (GOUDA, BUTCHER & GOUDA, continuamente atualizado)
distribuidas quase que exclusivamente no Neotropico (SMITH & DOWNS 1974;
GIVNISH et al., 2011). Sdo reconhecidos para a familia trés grandes centros de
diversidade: a Floresta Atlantica Brasileira; as encostas andinas do Peru, Colombia
e Equador; México e América Central (SMITH & DOWNS, 1974; ZIZKA et al.,
2009). A tnica excecdo ao padrdo de distribuicdo exclusivamente americana € a
espécie Pitcairnia feliciana (A. Chev.) Harms & Mildbr, localizada na regido da
costa da Guiné, na Africa Ocidental (BEZING, 2000; COSTA, 2002; BFG, 2020).

Os representantes de Bromeliaceae apresentam uma plasticidade fenotipica
das mais variadas formas, desenvolvendo-se bem nos mais diferentes ambientes,
e em quase todos os ecossistemas americanos. Isso engloba desde areas ao nivel
do mar até locais com grandes altitudes (com cerca de 4.000 m), regides com
temperaturas elevadas e lugares com a temperatura proxima de zero, como 0s
cumes das serras (SMITH & DOWNS, 1974; 1979). Por exemplo, as bromélias

xeromorficas do género T7illandsia detém caracteristicas particulares resistentes
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a seca, tais como, densa camada de tricomas peltados nas folhas (MALES &
GRIFFTHS, 2017).

Estima-se que cerca de 50% das espécies e 73% dos géneros de bromélias
ocorram em todo o territorio brasileiro (BFG, 2020) englobando diferentes
dominios fitogeograficos como a Caatinga, a Restinga, a Floresta Amazonica, a
Floresta Atlantica, o Cerrado e até¢ os Campos Rupestres (LEME, 1993; BFG,
2020). Somente no dominio da Mata Atlantica, sdo registradas 943 espécies de
bromélias, distribuidas em 35 géneros (BFG, 2020).

Com o avango do processo de extrativismo ilegal para fins comerciais,
queimadas, exploracdo de rochas ornamentais, dentre outros, t€ém contribuido
para a destruicdo da vegetagdo natural desses ambientes Unicos (COFFANI-
NUNES, 2002; MARTINELLI et al., 2008; FRAGA et al., 2019). Somado a isso,
em diversas regides do Brasil, esses afloramentos rochosos nao sao considerados
areas prioritarias para conservacao e nao possui legislacao especifica que garantam
legalmente sua preservagdo. Além disso, com a promulgac¢dao do novo Codigo
Florestal (Lei 12.651 de 25 de maio de 2012) corre-se o risco de uma redugio
ainda maior do tamanho das populagdes naturais sendo sujeitas a erosdo genética.
Dessa forma, investigar as forcas que dirigem os processos evolutivos e de
estruturagdo populacional ao longo do tempo e obter estimativas de diversidade
genética em populagdes naturais tornam-se fundamentais para endossar estratégias
de conservagao in situ.

Fraga et al. (2019), identificaram o Espirito Santo como o segundo maior
estado em riqueza de espécies e endemismos para a familia na Floresta Atlantica,
e listaram a ocorréncia de 323 espécies neste dominio fitogeografico, sendo 143
exclusivas desta formagao. Para a regido Sul do Espirito Santo, novos taxons vém
sendo descritos tais como Pitcairnia azouryi Martinelli & Forzza registrada para
o municipio de Cachoeiro de Itapemirim (MARTINELLI & FORZZA 2006),
Pitcairnia abyssicola Leme & L. Kollmann, Neoregelia dayvidiana Leme & A.
P. Fontana e Vriesea mimosoensis D.R. Couto, Kessous & A.F. Costa, descritas
para aregido de Pedra dos Pontdes, no municipio de Mimoso do Sul (LEME et al.,
2009; COUTO et al., 2020); Alcantarea patriae Versieux & Wand. (VERSIEUX
& WANDERLEY, 2007) para o municipio de Jeronimo Monteiro; Nidularium
alegrense Leme & Kollmann, para o municipio de Alegre (LEME et al., 2010)
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e Neoregelia dactyloflammans Leme & L. Kollmann, para a regido de Muqui
(LEME & KOLLMANN, 2011).

Apesar da grande diversidade encontrada no estado do Espirito Santo, Fraga et
al. (2019) apontaram Bromeliaceae como a segunda familia com maior nimero de
tdxons ameacados no estado. A expansdo urbana ¢ um dos fatores que mais exerce
pressao sobre as areas cobertas por vegetacao, levando a degradacao das florestas
e a perda de habitats, resultando em remanescentes florestais fragmentados. Os
processos de migragdo e colonizagdo de novas areas essenciais para a manutencao
das populagdes em longo prazo sdo também prejudicados, podendo acarretar
alteragdes nas mudangas na composi¢ao e abundancia de espécies, ou mesmo a
perda de processos naturais das comunidades (TABARELLI et al., 2005).

Sob o ponto de vista ecoldgico, as Bromeliaceas apresentam elevado grau
de importancia nos ecossistemas, muitas sdo espécies - chave, auxiliando no
fornecimento de néctar floral, 4gua acumulada (em folhas servindo como tanques
de captagdo) e abrigo para insetos associados, pequenos mamiferos, anfibios e
aves (BENZING, 2000). Seus complexos sistemas contribuem para a manutengao
da estabilidade ecossistémica de uma floresta, ja que apresentam altos niveis de
especializagdo pelo efeito das adaptagdes as condigdes climaticas e oligotroficas
(ARANDA-PRES & RODRIGUEZ, 2006). Algumas espécies também servem
como bioindicadores, auxiliando no manejo e conserva¢do de muitas espécies
raras ou ameacadas de extingdo (SIQUEIRA-FILHO, 2003). Os tanques das
bromélias funcionam também como um micro ecossistema proprio, onde habitam
microrganismos e artropodes por vezes endémicos destes locais (JABIOL et
al., 2009), exemplos de varios géneros (exemplo Neoregelia) da subfamilia
Bromelioideae.

Destacam-se sobre aspectos econdmicos, como por exemplo, o abacaxi
Ananas comosus (L.) Merrill, Gnico representante da familia com cultivo em
larga escala e muito utilizado na fruticultura, podendo ser consumida na forma de
sucos, doces ¢ in natura (CARLIER et al., 2012). No nordeste brasileiro, o “caroa”
‘(Neoglaziovia variegata (Arruda) Mez), espécie endémica da Caatinga, ¢ fonte
de emprego e renda para diversas familias nordestinas, com fabricagdo artesanal
de chapéus, bolsas, entre outros produtos (SILVEIRA et al., 2009). Ademais, as

espécies do género Bromelia sdo utilizadas na extragdo da enzima “bromelina”,
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com atividade depurativa e digestiva, empregada na industria alimenticia
(clarificagdo de cervejas, fabricag@o de queijos, amaciamento de carnes, preparo de
alimentos infantis e dietéticos, entre outros), e na medicinal tradicional possuindo
propriedades anti-helmintica, anti-inflamatoria e anticancerigena, para a producao
de farmacos e apresentam uma vasta revisdo sobre as diversas espécies de
Bromeliaceae com uso etnobotanico e farmacéutico (BENZING, 2000; MANETTI
et al., 2009).

No entanto, a utilizacdo mais comum ¢ a aplica¢do de bromélias em projetos
paisagisticos, devido a sua grande beleza, resisténcia e praticidade no manuseio
sendo amplamente usada na decoracdo de jardins, interiores e em floriculturas
como plantas ornamentais. O mercado brasileiro de bromélias movimenta cerca de
2,2 milhdes de plantas por ano, porém isso ainda ¢ muito pouco quando comparado
ao mercado norte americano (12 milhdes de plantas/ano) e europeu (22 milhdes
de plantas/ano) (RODRIGUEZ, 2012). Destacam-se alguns géneros com grande
potencial floristico: Guzmania, Neoregelia, Vriesea e Tillandsia (RODRIGUEZ,
2012) que devido a sua aparéncia exclusiva, sdo responsaveis por um volume
comercial expressivo para colecionadores e comerciantes.

Visto a significativa reducdo e fragmentag@o de seu habitat e ao extrativismo
ilegal, as populagdes naturais de bromeliaceas encontram-se sujeitas a erosao
genética. Esta realidade exalta a demanda por estudos que avaliem a diversidade
genética das mesmas. Tais estudos envolvem medidas de diversidade genética
intrapopulacional e interpopulacional, buscando representar matematicamente as
mudangas nas variagdes genéticas de populacdes ao longo do tempo evolutivo
por meio da deteccao diversos eventos como mutagao, migragdo, selecao natural
e deriva genética randomica (MILLSTEIN & SKIPPER, 2007). Assim, o
conhecimento da estrutura e distribuicdo das variantes genéticas em populagdes
naturais de plantas ¢ uma etapa fundamental para a realiza¢do de programas
conservacionistas (CAVALLARI et al., 2006; BARBARA etal., 2007), indicando
areas e populagcdes de maior ou menor importincia para a preservacao dos
taxons em questdo, auxiliando na avaliacdo do risco de extingdo e manejo de
recursos genéticos, essencial para a criacdo de formas sustentaveis de exploragao
econdmica. (DOMINGUES et al., 2011).
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5.1. Sistematica e evolucao de Bromeliaceae

Tradicionalmente, a familia foi dividida em trés subfamilias: Bromelioideae,
Pitcairnioideae e Tillandsioideae (SMITH & DOWNS 1974; 1979). No entanto,
Givinish et al. (2011) utilizando oito marcadores cloroplastidiais confirmaram
filogeneticamente uma nova classificagdo e o reconhecimento dos antigos grupos
parafiléticos de Pitcarnioideae em novas subfamilias, totalizando oito subfamilias:
Brochinioideae, Lindmanioideae, Tillandsioideae, Hechtioideae, Navioideae,
Bromelioideae, Puyoideae e Pitcairnioideae. Ademais, a diversificagdo mais
recente das linhagens modernas de Bromeliaceae se configurou a 19 Milhdes de
anos (Ma) no Escudo das Guianas ao norte da América do Sul (GIVNISH et al.,
2007; GIVNISH et al., 2011).

Evolutivamente, Bromelioideae ¢ a que se divergiu mais recentemente entre
as linhagens de Bromeliaceae ¢ freqiientemente aparece como monofilética e irma
de Puyoideae (SCHUTLE et al., 2005; GIVNISH et al., 2007; 2011; EVANS et al.,
2015). A historia evolutiva dessa subfamilia € representada pela combinagdo de um
habito epifitico, formagao de um tanque através da disposicdo das folhas servindo
como habitat para muitos organismos, a capacidade dos tricomas foliares de absorver
agua e nutrientes, a polinizagdo pelas aves, o metabolismo acido das crassulaceas
(CAM), e uma recente diversificacdo na regido Neotropical, principalmente em
formagodes florestais ao longo da costa leste do Brasil (BENZING, 2000; CRAYN
et al., 2004; GIVINISH et al., 2011). No entanto, é possivel verificar através de
estudos moleculares (TERRY et al., 1997; CRAYN et al., 2004; GIVNISH et al.,
2007; SCHULTER et al., 2005) que as rela¢des inter e infragenéricas ainda sdo
problematicas.

Ademais, destaca-se Pitcairnioideae, que abriga géneros como Dyckia
Schult. & Schult.f. (ca. 168 spp.), Encholirium Mart. ex Schult. & Schult.f. (29
spp.), Fosterella L.B.Sm. (31 spp.), Deuterocohnia Mez (incluindo Abromeitiella,
(27 spp.) e Pitcairnia L’Hér. (~405 spp.) (GOUDA, BUTCHER & GOUDA,
continuamente atualizado). A subfamilia Pitcarnioideae se distingue das demais
subfamilias por apresentar morfologia com folhas com margens quase sempre
espinescentes, ovario supero ou semi-infero, frutos do tipo capsulas deiscentes e
as sementes apresentam geralmente apéndices ndo plumosos (SMITH & DOWNS,
1974).
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Ainda, de acordo com as hipdteses evolutivas obtidas por Givnish et
al. (2007; 2011), os géneros Pitcairnia e Fosterella compartilham algumas
caracteristicas anatomicos foliares e morfologia mais mésica e de fotossintese
C3 (SANTOS-SILVA et al., 2013). Divergiram-se anteriormente do “clado
xérico” com metabolismo 4cido das crassulaceas (CAM), Dyckia, Encholirium e
Deuterocohnia, esses ultimos, invadiram novos ambientes, como florestas pluviais,
topo de arvores e ambientes xéricos ocupando majoritariamente ambientes de clima
estacional na regido denominada arco-seco (Caatinga, Cerrado e Chaco) (PRADO
& GIBBS, 1993). Além disso, Pitcairnioideae data do surgimento mais basal a
13,4 Ma nos Escudos das Guianas em dire¢do ao Norte dos Andes (GIVNISH
et al., 2011) sendo Pitcairnia irma do restante da subfamilia do clado xérido, e
irma de Fosterella (CRAYN et al., 2004; REX et al., 2009; GIVNISH et al., 2011,
SCHUBERT, 2017).

6. MARCADORES EVOLUTIVOS FILOGENETICOS E
FILOGEOGRAFICOS EM BROMELIACEAE

Um marcador molecular ¢ definido como qualquer fenotipo molecular
oriundo de um gene expresso ou de um segmento especifico de DNA (FERREIRA
& GRATTAPAGLIA, 1998). Conferem diversas vantagens sobre os marcadores
morfolégicos convencionais. Exibem neutralidade fenotipica, podendo ser
herdados co-dominantemente, raramente exibem interagdes epistaticas ou
pleiotropicas, e por fim, podem ser detectados tanto em tecidos jovens como em
adultos (TANKSLEY, 1983; FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998; ADHIKARI
etal., 2017).

Kumar et al. (2009), listaram algumas propriedades que devem ser levadas
em considerag@o na escolha de um marcador ideal: natureza altamente polimoérfica
(muito investigada em estudos de diversidade genética); heranca codominante
(diferenciagdo entre homozigotos dominantes e heterozigotos em organismos
diploides); alta cobertura do genoma (distribui¢ao uniforme ao longo do genoma);
comportamento neutro e seletivo; acessivel quanto a disponibilidade (deve ser
facil, rapido e barato para detectar); ensaios faceis e com rapidez e por fim, alta

reprodutibilidade.
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Nos ultimos anos, avangos em tecnologia e o conhecimento sobre sequéncias
genéticas contribuiram significativamente para analises do genoma em diferentes
organismos e tém sido bem documentados na literatura a utiliza¢ao destas analises
em estudos de genética da conservacdo (CAVALLARI et al., 2006; DOMINGUES
et al., 2011; VESCO et al., 2011). Um dos requisitos relevantes para o estudo
filogeografico ¢ a escolha do marcador molecular a ser utilizado. Atualmente, os
marcadores moleculares baseados em sequéncia de nucleotideos de DNA detectam
diferencas em regides como delecdes, insergdes, substituigdes em estudos intra e
inter-populacional tem tido alta popularidade, devido a caracteristicas bioldgicas
e técnicas que as tornam ideais para estudos ecologicos e evolutivos. Nos estudos
filogeograficos de plantas, de modo geral, os microssatélites (SSR) e as sequéncias
cloroplastidiais (cpDNA) sdo os marcadores mais utilizados, porém o marcador é
nuclear (nDNA) é usado em alguns casos.

O DNA cloroplastidial (cpDNA) possui também uma taxa de mutacdo menos
frequente que a observada para o nDNA, tanto de plantas quanto de animais, e
menos frequente ainda quando comparado com o DNA mitocondrial de animais
(taxa de evolugdo rapida) (NAHUM, 2001). Esse marcador ¢ ideal em estudos
de padrdes historicos de fluxo génico, relagdes filogenéticas entre populagoes,
reconstrucao das rotas de dispersdo e colonizacao de espécies de plantas (ENNOS
et al., 1999; LI et al., 2002; CARVERS et al., 2003). O genoma mitocondrial
(mtDNA) de plantas tenha caracteristicas parecidas com o genoma do cloroplasto
(cpDNA). Entretanto, como o mtDNA possui uma taxa de substitui¢cdo lenta (taxa
de mutacdo ser bem menor do que o cpDNA, tanto de substitui¢des quanto de
insercdes e delecdes) e heranca uni-parental, ele ndo ¢ muito utilizado nas analises
moleculares (WOLFE et al., 1987, DUMOLIN-LAPEGUE et al., 1997). Além
disso, o mtDNA confere grande variacdo em tamanho do genoma, no rearranjo dos
genes e sofre frequentes recombinacdes (PROVAN, 1999). Dessa forma, o mtDNA
de plantas é muito menos estudado que o cpDNA (DUMOLIN-LAPEGUE et al.,
1997).

O cpDNA ¢ caracterizado por ser um genoma conservado, com baixa ou
ausente taxa de recombinacdo, baixos niveis de substituicdo de nucleotideos,
heranca predominantemente uniparental (o que permite estudar o fluxo génico

via sementes, por exemplo) e tempos de coalescéncia curtos (FERREIRA &
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GRATTAPAGLIA, 1998). Estudos filogeograficos que envolvam mais marcadores
de sequéncias (multilocos) permitem ter um maior acesso ao genoma juntamente
com metodologias coalescentes que inferem varios loci, tornando possivel analisar
um grande conjunto de dados e obter uma melhor resolugéo filogeografica entre as
populagdes (KNOWLES & MADDISON, 2002). Ademais, estimativas com dados
multilocos concatenados, conferem ainda uma elevada acuracia na divergéncia
historica interpopulacional (MADDISON & KNOWLES, 2006; EDWARDS et al.,
2007; KUBATKO & DEGNAN, 2007; HELED & DRUMMOND, 2010). Estudos
de simulag@o t€ém mostrado que trés loci concatenados sdo suficientes para obter
uma arvore de espécie com alta acuracia e tempos de divergéncia satisfatdrios
(MADDISON & KNOWLES, 2006; MCCORMACK et al., 2009; HELED &
DRUMMOND, 2010).

Podemos destacar ainda os microssatélites (SSR), que sdo sequéncias de DNA
relativamente curtas, ¢ que sdo altamente polimérficos (BOREM & CAIXETA,
2009). Entretanto, a abundancia e distribuicdo destes microssatélites variam de
acordo com a regido gendomica ¢ o grupo taxonémico em estudo (TOTH et al.,
2000). Os marcadores SSR caracterizam-se: pela heran¢a codominante, natureza
multialélica, boa reprodutibilidade e extensa cobertura do genoma. Constituem-
se de unidades 1 a 6 nucleotideos repetidos em tandem encontrados em todos os
genomas de procariotos e eucariotos. Estio presentes tanto em regides codificadoras
como nao codificadoras e sdo geralmente muito polimorficas devido ao alto nivel
de variagdo no numero de repeticdes (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998;
BOREM & CAIXETA, 2009). As taxas de muta¢des dos locos microssatélites
determinam o nivel de variabilidade dentro e entre as populagdes, fornecendo
estimativas da estrutura genética das populagdes (HAMZA, 2010).

Estudos populacionais utilizando marcadores SSR de cpDNA demonstram
que essa ferramenta tem se mostrado muito informativa para o estudo de padrdes
historico evolutivos em populagdes de plantas (POWELL et al., 1995; LEMES
et al., 2010). Ademais, a literatura traz iniciadores que amplificam regides SSR
do cpDNA de diversas espécies vegetais, e podem ser utilizados para solucionar
problemas entre linhagens basais, inferir sobre taxons relacionados, avaliar a
contribui¢do relativa entre sementes e fluxo de polen, indicar gargalos historicos,
efeito fundador e deriva genética (TOTH et al., 2017; RODRIGUEZ-CORREA
etal., 2018).
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Os estudos envolvendo as informagdes provenientes do genoma nuclear
(nDNA) para exploragdes filogenéticas em plantas iniciaram-se com o uso do
marcador nuclear ITS e da subunidade 18S do nrDNA (SUH et al., 2000). Os
primeiros trabalhos utilizando o marcador ITS iniciaram-se na década de 90 e
analisavam as relagdes evolutivas entre espécies de Asteraceae (BALDWIN, 1992;
SUH et al., 2000). Conforme Zemberlan et al. (2012), cerca de dois ter¢os dos
artigos publicados, envolvendo estudos que analisam filogeneticamente niveis
taxondmicos de géneros ou inferiores, utilizaram este marcador.

Dentre as propriedades das sequencias ITS que justificam sua ampla utilizagdo
sdo: simplicidade da técnica e facilidade de amplificagdo do marcador; heranca
biparental; uniformidade intragendmica; universalidade dos primers; variabilidade
intergenomica capaz de resolver questdes infra e genéricas; e por fim, altas taxas de
substitui¢des nas sequéncias (ZAMBERLAN et al., 2012). Além dessas vantagens
citadas anteriormente, a resolucdo de complexos taxondmicos, de filogenia de
familias e taxonomia infra-genérica, sao exemplos de aplicagdes onde o marcador
ITS foi empregado, evidenciando sua ampla versatilidade (DEVOS et al., 2006;
FIOR et al., 2006; ZAMBERLAN et al., 2012).

Uma outra utilidade em ascensao do ITS, além dos estudos de filogenia,
esta relacionada com a técnica proposta por Hebert et al. (2003), denominada
DNA barcoding. Com base nas informacdes dos trabalhos desenvolvidos por
Chase et al. (2005), Taberlet et al. (2007) e Kress et al. (2017), o marcador ITS
apresenta alto potencial para uso como DNA barcoding - coédigo de barras de
DNA - permitindo a identificacdo de espécies vegetais. Esta técnica se baseia
na analise de sequéncias curtas e padronizadas de DNA como ferramenta para
identificar e descrever organismos a exemplo de um codigo de barras espécie-
especifico (CHEN et al., 2010).

Na familia Bromeliaceae, por apresentar plantas morfologicamente muito
distintas, a classificagdo muitas vezes dependente de caracteres generativos, pois
a florag@o ocorre raramente. Assim, métodos para auxiliar na determinacao, como
o DNA barcoding por meio de ITS, sdo de grande interesse para a comunidade
de pesquisa (BRATZEL et al., 2020; MACHADO et al., 2020). Nos ultimos anos,
alguns esforcos foram feitos para testar um conjunto de DNA barcoding em plantas

de Bromeliaceae. No entanto, foi demonstrado que os cpDNA: rbcL, trnH-psbA
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e matK ndo foram suficientes para a determinagdo das espécies, devido a baixa
variagdo genética (MAIA et al., 2012). Atualmente, o gene nuclear de baixa copia
Agtl ¢ identificado como um novo marcador de DNA barconding adequado para
identificacdo molecular de espécies de bromélias intimamente relacionadas, por
meio da combinagdo da sequéncia de um éxon de evolugdo comparativamente
lenta com um intron adjacente, geneticamente variavel (BRATZEL et al., 2020).
Dessa forma, essa revisdo bibliografica contextualiza informacdes basicas
sobre os principais aspectos evolutivos das Bromeliaceas residentes em inselbergs
na Floresta Atlantica. A preservagdo da diversidade genética de determinado taxon,
se baseia pelo entendimento e compreensdo da historia evolutiva e dos processos
geoclimaticos que possam estar atuantes, € sendo um os principais objetivos em
varios programas de conservacdo, principalmente, para endossar decisdes de

conservacao dentro de regides megadiversas como a Floresta Atlantica.
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1. INTRODUCAO

As plantas, devido a sua forma séssil, estdo submetidas a diversos fatores
desfavordveis ou estressantes. As inumeras pressoes seletivas enfrentadas
pelas plantas ao longo da historia, especialmente a relagdo planta/herbivoro,
influenciaram na vasta diversidade de metabolitos produzidos por esses organismos
(WINK, 2003).

Ehrlich & Raven (1964), tentando explicar as relagdes entre plantas e
herbivoros, propuseram a teoria da coevolugao para designar adaptacdes reciprocas
entre plantas e borboletas, que levaram a sua interdependéncia. Eles observaram
que plantas relacionadas hospedavam herbivoros semelhantes, sugerindo que
a coevolugdo planta/herbivoro ¢ impulsionada por mudangas nos metabdlitos
secundarios nas plantas.

A coevolugdo ocorre quando uma interacao entre dois ou mais organismos
produz uma resposta evolutiva em cada um deles. Num sentido mais amplo, a
coevolugdo entre planta e polinizador seria o principal processo responsavel pela
radiagdo adaptativa (BARONIO et al., 2016).

Nesse sentido, a hipotese da coevolugdo ajuda a explicar a diversidade
de metabolitos secundarios presentes em grupos de plantas Neotropicais, €
sua contribuicdo para a diversificacdo e abundancia de um grande ntimero de
espécies relacionadas nesses ambientes. Géneros da familia Myrtaceae como

Eugenia, Myrcia e Psidium com 100 espécies ou mais apresentam contribui¢ao
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desproporcional para a diversidade e abundancia total em areas Neotropicais
(ZAPPI, 2015; BEECH et al., 2017; KOCHUMMEN et al., 1990; KURSAR et
al., 2009, OLIVEIRA-FILHO & FONTES, 2000), entretanto estes géneros sao
pouco estudados quanto a diversidade dos metabolitos secundarios.

Mpyrtaceae Juss. (Myrtales) compreende cerca de 17 tribos, 132 géneros e
5671 espécies distribuidas principalmente nas regides tropicais e subtropicais do
mundo, com centros de diversidade no Sudeste da Asia, na regido da Oceania
e na América Tropical (GOVAERTS et al., 2008; WILSON et al., 2001;
VASCONCELOS etal., 2017). A tribo Eucalypteae inclui sete géneros, entre eles:
Eucalyptus, Corymbia e Anghophora que dominam florestas abertas e bosques
em toda a Australia (BOHTE & DRINNAN, 2005). Com cerca de 2500 espécies,
Myrteae ¢ a maior tribo da familia e um dos mais diversos grupos de angiospermas
na América tropical (VASCONCELOS et al., 2017). Além de importante na
composicdo da vegetacdo, a tribo € reconhecida por fornecer frutos carnosos que
sdo consumidos principalmente por aves e mamiferos, desempenhando papel
essencial na funcionalidade dos ecossistemas (LUGHADHA & PROENCA,
1996; GRESSLER et al., 2006), além de possuir géneros de interesse alimenticio
e medicinal como Eugenia, Pimenta e Psidium (GRATTAPAGLIA et al., 2012).

Uma caracteristica distintiva da familia Myrtaceae ¢é a presenga de glandulas
de dleo, presentes tanto em o6rgaos vegetativos quanto reprodutivos (METCALF
& CHALK, 1950; CRONQUIST, 1981; BARROSO et al., 1984). A diversidade e
constituicdo dos 6leos essenciais produzidos ¢ bem estudada nas espécies em ha
interesse comercial no 6leo. Estas espécies ocorrem de forma natural geralmente em
florestas dos tropicos secos e zonas temperadas (tribos Eucalypteae, Melaleuceae
e Leptospermeae) (PADOVAN et al., 2014).

Os oleos essenciais sdo produtos do metabolismo secundario de plantas,
desempenham importante papel ecoldgico e podem ser obtidos por hidrodestilacao.
Esses 6leos podem ser produzidos a partir de varias partes das plantas, como:
flores, folhas, caules, galhos, sementes, frutas, raizes, tronco, dependendo
da espécie (BARBOSA et al., 2016). Alguns 6leos essenciais podem ter uma
constitui¢do quimica simples, como o de alho ou cravo da India, apresentando
poucos compostos. No entanto, a maioria das espécies produzem 6leos com muitos

constituintes, tendo uma natureza complexa, como € o caso de 6leos essenciais das
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folhas de goiabeiras (Psidium guajava). Em uma espécie, cada composto no 6leo
pode variar quali e quantitativamente, apresentando assim uma quimiodiversidade
intraespecifica. Da mesma forma, essa variagdo da composi¢do quimica pode ser
percebida entre as espécies relacionadas e a variabilidade quimiotipica ¢ chamada
de interespecifica. Ressalta-se ainda que a ontogenia da planta, a variagdo ambiental
e a genética sdo reconhecidas como fontes de variacao quimica.

A constituicdo quimica dos o6leos essenciais ¢ formada majoritariamente
por terpenos. Resumidamente, a via biossintética para a producdo dos terpenos
ocorre através das vias do mevalonato (MVA) e do fosfato de metileritritol (MEP)
que resultam em duas unidades de cinco carbonos: isopentenil pirofosfato (IPP)
e seu isdmero dimetilalil pirofosfato (DMAPP) (PADOVAN et al., 2014). Estes
dao origem aos monoterpenos (10 carbonos) e sesquiterpenos (15 carbonos),
comumente encontrados nos 6leos essenciais, além de outros compostos de mesma
natureza, como di e triterpenos.

Terpenos constituem a mais diversa classe de compostos organicos volateis
em plantas (DUDAREVA et al., 2013) com fun¢des em interagdes planta-
ambiente. A familia Myrtaceae tem dois grandes grupos de compostos foliares
descritos, além da ampla diversidade de quimiotipos nas espécies (PADOVAN
et al., 2014; BUSTOS-SEGURA et al., 2017; SOUZA et al., 2018). Um padrio
quimiotipico de terpeno foliar, no qual a-pineno e 1,8-cineol (monoterpenos)
sd30 os compostos mais comuns e abundantes nos 6leos essenciais na maior parte
das espécies de Myrtaceae. No entanto, nas tribos Myrteae, Kanieae, Syzygieae,
Xanthostemoneae, Syncarpieae e Lindsayomyrteae, existem altas concentragdes
de a-pineno, e marcante presenca do sesquiterpeno B-cariofileno (PADOVAN et
al., 2014).

Neste capitulo realizamos uma revisdo sobre terpenos comumente
encontrados nos 6leos essenciais de espécies da familia Myrtaceae e seus aspectos
quimicos de interagdes ecologicas e atividades biologicas; apresentamos a situagao
atual do melhoramento genético nas espécies que tem a utilizagdo comercial do
oleo essencial, bem como exemplo de aplicagdo de conhecimento de interagdes
bidticas das plantas produtoras de terpeno para obtengao de transgénico resistente
a inseto. O conhecimento sobre os terpenos em espécies vegetais tem utilidade

de forma ampla, seja no desenvolvimento de produtos via melhoramento; no
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conhecimento de interagdes ecoldgicas planta-ambiente; nos estudos dos genes
envolvidos na biossintese de terpenos na familia e; no entendimento da evolugdo
destas espécies. Neste sentido, algumas comparagdes entre principais terpenos
presentes nas espécies neotropicais também foram destacadas em relacdo ao

restante das espécies da familia.
2. TERPENOS EM PLANTAS

Os terpenos constituem uma classe de compostos organicos volateis
produzidos por plantas, fungos, bactérias e alguns insetos (CHEN et al., 2015). Eles
sdo compostos por unidades de isopreno (C,), que € a base de sua classificagdo, ou
seja, duas unidades de isopreno formam monoterpenos (C, ), trés unidades formam
sesquiterpenos (C,,), quatro unidades formam diterpenos (C,)), seis unidades
formam triterpenos (C,)) ¢ oito unidades formam tetraterpenos (C,)). Além dos
diferentes nimeros de carbonos, os terpenos podem ter varias funcionalidades
quimicas diferentes, incluindo alcool, aldeido, fenol, cetona, grupos éter e
hidrocarboneto (GUIMARAES et al., 2019; TUPAC, 2020). A possibilidade de
combinagdes entre nimeros de isopreno e de funcionalidades quimicas permite
a existéncia de uma grande variedade de terpenos, tornando-os a maior e mais
diversa classe de compostos naturais com cerca de 50.000 metabdlitos terpendides
identificados em plantas e fungos (THOLL, 2015; CHEN et al., 2015).

Essa diversidade estrutural ¢ gerada por varias vias metabdlicas dos terpenos,
bem como por tipos de células especializadas que participam de sua biossintese
(ZULAK & BOHLMANN, 2010; CHO et al., 2017). As terpeno-sintases (TPSs)
s80 uma classe diversa de enzimas que catalisam a biossintese de hemiterpenos
(C,), monoterpenos, sesquiterpenos ou diterpenos usando os substratos dimetilalil
pirofosfato (DMAPP), geranil pirofosfato (GPP), farnesil pirofosfato (FPP)
ou geranilgeranil pirofosfato (GGPP), respectivamente (MCGARVEY &
CROTEAU, 1995). Poucas TPSs estdo envolvidas na sintese de terpeno primario
como as giberelinas, a maioria participa da produgdo de metabdlitos secundarios
especializados envolvidos nas interagdes ecologicas das plantas.

A funcdo mais bem estabelecida para os terpenos vegetais ¢ a defesa contra

inimigos bioldgicos - seja diretamente por meio do direcionamento de herbivoros
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como toxinas ou repelentes, ou indiretamente por meio da atra¢do de predadores ou
inimigos parasitoides de tais herbivoros (KESSLER & HEIL, 2011; PICHERSKY
& RAGUSO, 2018). Os terpenos podem ser induziveis, sintetizados de novo
em resposta ao dano dos herbivoros, ou constitutivos (por exemplo, a-pineno e
B-cariofileno) que sdo armazenados nas glandulas de pigmento subepidérmico e
liberado apds alimentagdo de herbivoros e danos a folha (PARE & TUMLINSON,
1997). Normalmente, os tricomas glandulares sdo mais abundantes nas folhas
jovens. A superabundancia de terpenos pode causar autotoxicidade, mas as plantas
capazes de armazenar terpenos em tricomas ou outras estruturas glandulares
escapam desse efeito autotoxico (MOORE et al., 2014). A espécie Eucalyptus
grandis apresenta diversos perfis de terpenos, o maior numero de genes de terpeno
sintase (TPS) e também estruturas de armazenamento especializadas, como
glandulas de 6leo, assim como outras espécies da familia Myrtaceae (WILSON,
2010).

A acdo dos terpenos na intera¢do planta-ambiente ¢ relatada na familia
Mpyrtaceae, na atragdo de animais benéficos, na mediagdo das interagdes entre
microrganismos das raizes das plantas no solo, na defesa contra herbivoros e
patégenos; em caracteristicas dissuasoras para insetos e toxicas para fungos;
atividades larvicida, inseticida, antimicrobiana e anti-inflamatéria (MENDES et
al., 2016; DIAS etal., 2015; PADOVAN et al., 2014; STEFFEN et al., 2012; LIMA
et al., 2009; GUTIERREZ et al., 2008). Todas essas interagdes sdo importantes

para programas de melhoramento de plantas cultivadas.

3. FUNCOES ECOLOGICAS E ADAPTATIVAS DE TERPENOS EM
PLANTAS

Os compostos organicos volateis sdo constituidos por meio de rotas
bioquimicas, de forma constitutiva ou induzida por estressores bidticos e abioticos,
e sdo emitidos por todas as partes e 6rgaos das plantas, podendo exercer importantes
fungdes ecologicas. Estes elementos sdo essenciais na comunicacdo invisivel da
planta que pode ser percebida e explorada por herbivoros, por predadores de
herbivoros e pelas plantas vizinhas e, além disso, apresentam diversas func¢des

que protegem a planta de estresses abioticos (LORETO et al., 2014). Os terpenos
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volateis ou semivolateis de baixo peso molecular, que incluem isopreno,
monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos, sao alguns dos constituintes dos 6leos
volateis mais estudados e associados com as fungdes ecologicas e interagdes das
plantas com o ambiente (THOLL, 2015) (Figura 1).

=P Sinal

Polinizadores Parasita/predador +/-  Atragdo/Repeléncia
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Figura 1. As plantas sdo expostas a varios estresses biodticos e abidticos, acima
e abaixo do solo. As emissdes de compostos orgédnicos volateis, incluindo os
terpenos, ocorrem nos niveis de folha, raiz e flor. Os terpenos desempenham
inumeras funcdes nas plantas como defesa contra patdgenos, parasitas e predadores;
atraem polinizadores e disseminadores de sementes; possuem atividades
antifingica e antimicrobiana; possuem acao alelopatica; conferem fotoprotecao e

termotolerancia; dentre outras fun¢des. Fonte: Adaptado de Dudareva et al. (2006).

A principal fungdo geralmente atribuida aos volateis florais ¢ a atracdo e
orientacdo de polinizadores (KNUDSEN et al., 2006), embora também sejam
associados na defesa floral contra diversos insetos (JUNKER & BLUTHGEN,
2008; WILLMER et al., 2009). No entanto, podem atrair insetos antagonicos que
geram impactos negativos na funcdo floral ao se alimentarem de tecido floral, bem
como perturbar polinizadores legitimos (MCCALL & IRWIN, 2006; JUNKER &
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BLUTHGEN, 2010; HUANG et al., 2012). O maior grupo de volateis florais sdo
os terpenos, que incluem monoterpenos e sesquiterpenos, sendo o representante
mais difundido desta tltima classe citada o B-cariofileno, que ocorre em mais
de 50% dos odores florais das plantas das familias de angiospermas e ¢ um dos
12 compostos volateis mais comuns em aromas florais (KNUDSEN et al., 2006;
HUANG et al., 2012). Este terpeno ainda ndo demonstrou acdo na atragdo de
polinizadores, mas foi relatado que atua na defesa contra herbivoros quando ocorre
nos tecidos ndo florais (HUANG et al., 2012).

Em nivel foliar, ha um aumento na liberagdo de dleos volateis quando as
plantas estdo sob estresse bidticos como ataque por herbivoros ou patogenos, ou
estresses abidticos, como secas ou altas temperaturas, e, de forma mais geral,
estresses oxidativos. Os volateis podem atrair predadores inimigos dos herbivoros
indutores, entretanto, qualquer membro do ecossistema pode responder a eles,
gerando uma teia de interagdes troficas. Portanto, ¢ possivel associar estas
substancias como uma das pistas mais importantes que permitem aos herbivoros
localizarem plantas hospedeiras e aos carnivoros localizarem suas presas (DICKE
& BALDWIN, 2010; LORETO & SCHNITZLER, 2010; LORETO et al., 2014;
VISSER, 1986; BRUCE & PICKETT, 2011; MCCORMICK et al., 2012).

Assim como nas folhas, a produgdo de o6leos volateis em raizes pode
mediar as interagdes entre plantas, herbivoros e carnivoros. As plantas expostas
a herbivoria de raizes mostraram emitir uma mistura volatil caracterizada por
altas concentracdes de compostos de enxofre especificos (que sdo relatados
como altamente toxicos para insetos) combinados com baixas concentragdes de
outros compostos como o P-farneseno, os quais sdo atuantes como atrativos para
herbivoros e carnivoros (SOLER et al., 2007). Estudos feitos sobre a colonizagao
da raiz por fungos micorrizicos arbusculares, os quais sdo conhecidos por terem
fungdes benéficas para as plantas que melhoram a resisténcia aos estresses bidticos
e abiodticos e a disponibilidade de nutrientes, comprovaram um aumento na
producao de monoterpenos e sesquiterpenos além de acido abscisico, clorofilas e
carotenoides, especialmente sob condigdes de estresse hidrico ou ap6s a aplicagdo
de acido jasmonico (ASENSIO et al., 2012).

O papel dos terpenos volateis na defesa indireta subterranea foi bem

estabelecido com base em estudos em milho que mostram que o sesquiterpeno
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B-cariofileno, que é emitido das raizes ap6s o ataque da lagarta do milho ocidental,
Diabrotica virgifera, atrai nematoides entomopatogénicos (RASMANN etal., 2005;
TURLINGS et al., 2012; THOLL, 2015). Essas descobertas levaram a tentativas
de engendrar a producdo de B-cariofileno em cultivares de milho americanas
ndo emissoras, o que resultou em um aumento da atragcdo de nematoides e maior
resisténcia ao ataque do inseto praga (DEGENHARDT et al., 2009; THOLL,
2015). No entanto, as emissdes constitutivas de B-cariofileno apresentam custos
adicionais, visto que comprometem a germinacdo da semente, o crescimento da
planta e a produtividade (ROBERT et al., 2013; THOLL, 2015).

Além de promover as interagdes com herbivoros e seus inimigos, misturas
volateis constitutivas e induzidas (incluindo os terpenos volateis) podem servir
como sinais de “alarme” interespecificos, intraespecificos e para a propria planta
que o emitiu, para iniciar ou induzir respostas de defesa em plantas vizinhas ou
em tecidos nao atacados da mesma planta (ARIMURA et al., 2000; FROST et al.,
2007; HEIL & KARBAN, 2010; HEIL, 2014; THOLL, 2015). Nessas interagdes,
os volateis podem, ndo necessariamente, precisar entrar no tecido foliar da planta
vizinha, mas permanecer na superficie da folha. Ademais, sugeriu-se que os
terpenos estdo envolvidos nas interagdes de plantas parasitas, especificamente, na
atra¢do da planta parasita Cuscuta pentagona (dodder) para estabelecer contato
com o tomate como seu hospedeiro (RUNYON et al., 2006).

4. ASPECTOS QUIMICOS DOS PRINCIPAIS TERPENOS EM
MYRTACEAE

Em Myrtaceae o perfil foliar de terpenos dos 6leos essenciais é descrito para
vérias espécies, assim como a variabilidade quimiotipica intra e interespecifica
dos mesmos. Entretanto, a maior quantidade de estudos disponiveis, referem-se
as espécies em que o dleo essencial tem importancia econdmica, as quais incluem
as espécies dos géneros Eucalyptus, Corymbia, Melaleuca e Leptospermum,
comuns em florestas dos tropicos secos até zonas temperadas, que apresentam
perfil de terpenoides com predominancia dos monoterpenos dos quais destacam-
se a-pineno e 1,8-cineol (KESZEI et al., 2010; PADOVAN et al., 2014). Espécies

do género Psidium, de ocorréncia neotropical, sdo exemplos de quimiotipos de
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6leos essenciais com predomindncia de sesquiterpenos (MENDES et al., 2018;
BERNARDES, 2017). A variagdo quimiotipica tem consequéncias tanto para
interagdes ecoldgicas quanto para a industria de 6leo essencial. Quimiotipos
de plantas ou polimorfismos quimicos sdo definidos pela variacdo discreta
nos metabolitos secundarios dentro de uma espécie (MOORE et al., 2014).
Adicionalmente, variagdes quantitativas que implicam na quantidade produzida
de cada composto sdo importantes para o melhoramento de plantas. Neste topico
abordaremos alguns exemplos dos principais terpenos estudados em Myrtaceae e
discussdo no aspecto quimico dos mesmos.

Nos 6leos essenciais de cinco espécies de Eucalyptus: E. camaldulensis, E.
citriodora, E. globulus, E. crebra e E. teretticornis os monoterpenos 1,8-cineol
e a-pineno foram importantes na constituicao do 6leo (IQBAL et al., 2003). Em
uma revisao de literatura, que considerou oito espécies de eucalipto distribuidas
em 27 paises, na maioria delas, o composto 1,8-cineol foi presente nos 6leos
essenciais foliares (BARBOSA et al., 2016). Quando presente no 6leo essencial
da espécie, esse terpeno foi presente praticamente em todos os 6leos essenciais
independente da origem da planta, indicando que o 1,8-cineol foi um importante
marcador dos dleos essenciais destas espécies e os fatores abioticos (condigdes
climaticas, tratos culturais, podas, irrigacao, sombreamento, fertilizacao do solo e
outros) ndo apresentaram influéncia na constituicao do 6leos produzidos, sendo a
genética da planta o fator mais relevante para o género Eucalyptus. Nesta revisao
o rendimento dos 6leos essenciais das espécies de Eucalyptus nos varios paises,
variou de 0,19 a 6,07%.

O 1,8-cineol ou eucaliptol ¢ um monoterpeno oxigenado de cadeia ciclica.
Através do coeficiente de particdo e volume molecular, obtidos pelo software
Molinspiration (www.molinspiration.com/cgi-bin/properties), ¢ possivel fazer
algumas observacdes a respeito das estruturas das moléculas. O coeficiente
de particdo (P) representa o equilibrio do analito entre duas fases imisciveis,
utilizando os meios aquoso e organico, sendo assim uma importante medida da
hidrofobicidade de uma molécula. Esse software realiza o calculo fazendo medidas
de quanto do analito se distribui na mistura de agua e octanol, e o resultado é
apresentado em escala logaritmica (log P) (Tabela 1). Se log P =0, entdo P =1,

assim, o analito tem a mesma afinidade pelas duas fases; se log P < 0, logo P <
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1, maior ¢ a hidrofilicidade; por outro lado, se log P> 0, P > 1, dessa forma, o
analito sera mais hidrofobico, ou seja, tem maior afinidade pela fase orgénica.
Considerando que as membranas celulares sdo formadas por substancias apolares,
uma hipotese sugerida é que o analito poderia ter maior facilidade de penetracao
e maior agdo toxica ao organismo quanto maior for o P. No entanto, deve-se levar
em consideragdo o volume (V) que essa molécula ocupa, se este for adequado,
a atividade bioldgica podera ser ainda mais eficiente. Outros fatores precisam
ser considerados, como por exemplo: existem relatos que a maior atividade
antimicrobiana de dleos essenciais pode ser devido a possuirem compostos
contendo uma hidroxila ligada a um anel aromatico (FARAG et al., 1998).

O 1,8-cineol apresenta log P de 2,72 e volume molecular de 166,66 A®. Se
este for comparado aos valores observados para o a-pineno (log P=3,54e V =
151,81 A%), verifica-se que o a-pineno tem maior hidrofobicidade e volume menor
que o 1,8-cineol. Assim, considerando a atividade toxica em organismos com uma
membrana mais apolar, talvez o a-pineno poderia ser mais eficiente para individuos
com superficies mais apolares. Em um trabalho que utilizou 6leos essenciais de
cinco espécies de eucalipto (Eucalyptus cloeziana, E. citriodora, E. saligna, E.
grandis e E. microscorys) em atividade antibacteriana (Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Salmonella choleraeseus) a inica espécie que ndo apresentou
atividade antibacteriana em Escherichia coli e Salmonella choleraeseus foi o 6leo
da espécie E. microscorys, que possui a maior quantidade de 1,8-cineol (86,72%),
se comparado as outras espécies (ESTANISLAU, 2001). Este resultado revela
que este composto majoritario ndo teve uma agao toxica tdo promissora quanto
os outros 0leos que apresentavam compostos mais hidrofobicos, como citronelal
(MO de cadeia linear, log P = 3,60) e mirceno (MH de cadeia linear, log P =3,99).
E relevante destacar que outros pardmetros fisico-quimicos devem ser levados
em consideracdo para atribuir a maior atividade tdxica, como estabilidade do
composto a reagdes de oxidagdo, sua volatilidade, entre outros. Na tabela 1 estdo
apresentados terpenos comumente encontrados nos 6leos essenciais de Myrtaceae

e os valores de coeficiente de particao (log P) e volume molecular.
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Tabela 1. Compostos comumente encontrados em o6leos essenciais da familia

Myrtaceae com os valores de coeficiente de particao (log P) e volume molecular.

Composto Log P vV (&%
o-pineno 3,54 151,81
B-pineno 3,33 152,37
limoneno 3,62 157,30
1,8-cineol 2,72 166,66

a-terpineol 2,60 170,65

linalol 3,21 175,59
B-cariofileno 5,17 229,95
o-humuleno 5,30 234,00

oxido de cariofileno 4,14 234,01
nerolidol 5,06 253,17
a-bisabolol 4,68 248,23

O género Melaleuca representa uma classe de plantas aromaticas e
medicinais, conhecidas pela producdo de dleos essenciais (BARBOSA et al.,
2013). O o6leo da espécie Melaleuca alternifolia apresenta majoritariamente o
composto terpinen-4-ol, além de a-terpineol, 1,8-cineol e outros (HART et al.,
2000). O composto terpinen-4-ol teve destaque com atividade antimicrobiana em
12 organismos enquanto o 1,8-cineol demonstrou essa agdo para sete organismos,
porém com atividade relativamente menor (CARSON & RILEY, 1995). Por outro
lado, a-terpineol apresentou significativa atividade para 11 organismos (CARSON
& RILEY, 1995). Considerando que tanto o o-terpineol quanto o terpinen-4-ol
apresentam log P = 2,60 e volume de 170,65 A?, justifica-se terem praticamente a
mesma eficiéncia para atividade antimicrobiana.

Os 6leos essenciais das espécies Melaleuca ericifolia, M. leucadendron e M.
armillaris foram analisados por cromatografia gasosa e as composi¢des quimicas
foram obtidas (FARAG et al., 2004). M. ericifolia apresenta o metil eugenol
(96,84%) como constituinte principal, enquanto M. leucadendron e M. armillaris
sdo ricos em 1,8-cineol apresentando 64,30% e 33,93%, respectivamente. Os dleos
essenciais dessas espécies foram avaliados quanto a atividade antimicrobiana.
M. ericifolia apresentou os maiores efeitos inibitorios contra Bacillus subtiles e

Aspergillus niger, em comparagao com os 0leos das outras espécies. Esse resultado

161



Topicos Especiais em Genética e Melhoramento 111

foi atribuido ao metil eugenol (log P=2,41 eV =179,67 A?) que representa quase
a totalidade da composi¢ao do 6leo (FARAG et al., 2004). O 1,8-cineol e o 6xido
de cariofileno, que sdo os majoritarios para as outras espécies, sdo mais apolares
quando comparado ao metil eugenol e poderiam ter maior agdo toxica, porém
para esses organismos ndo tiveram. Nesse caso, ¢ importante destacar que o metil
eugenol possui um anel aromatico com substituinte contendo oxigénio e autores
relataram que essa estrutura pode contribuir para essa atividade (FARAG et al.,
1998).

Em relagdo ao género Psidium, em um trabalho com os dleos essenciais de
cinco cultivares da espécie Psidium guajava para verificar a atividade larvicida
em Aedes aegypti observou-se a variabilidade da composi¢do quimica e qual
cultivar seria mais promissora para essa finalidade (MENDES et al., 2017). Os
compostos majoritarios encontrados nos 6leos foram: limoneno, B-carofileno,
a-humuleno, 6xido de cariofileno, selin-11-en-4a-ol e B-bisabolol. A cultivar com
melhor atividade larvicida foi a Século XXI, que apresentou f-carofileno (26,6%)
e 6xido de cariofileno (15,5%) como os principais compostos. De acordo com a
Tabela 1, B-carofileno € um dos componentes mais apolares (log P=5,17) podendo
ter melhor passagem pelas membranas externas das larvas e contribuindo com a
maior toxicidade em relagdo aos 6leos das outras cultivares que tiveram menor
quantidade desse composto. Em relacdo ao rendimento dos 6leos essenciais houve
variag¢ao de 0,15 a 0,37% m.m™! dependo da cultivar.

O 6leo essencial da espécie Psidium guineense possui o alcool sesquiterpénico
espatulenol (log P=13,91 e V=233,07 A*) como o principal constituinte (80,71%)
(NASCIMENTO et al., 2018). Ao avaliar atividade antioxidante do 6leo essencial
e do padrdo espatulenol, observou-se que ambos tiveram a acdo proposta, no
entanto, o 6leo essencial foi mais eficiente do que o composto majoritdrio puro.
Dessa forma, verifica-se que os compostos minoritdrios sdo importantes para a

atividade antioxidante.
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5. ASPECTOS ECOLOGICOS E ATIVIDADES BIOLOGICAS DE
OLEOS ESSENCIAIS DE PRINCIPAIS ESPECIES ESTUDADAS EM
MYRTACEAE

Neste topico serdo apresentados alguns exemplos de espécies amplamente
utilizadas ou estudadas quanto aos terpenos em Myrtaceae tanto das tribos
Eucalypteae, Melaleuceae e Leptospermeae, geralmente ausentes nas Américas
e comuns em florestas dos tropicos secos até zonas temperadas, quanto da tribo
Myrteae de ocorréncia em ambientes neotropicais. Posteriormente uma revisdo de
fungdes ecoldgicas e atividades biologicas de interesse conhecidas foi realizada
para os principais terpenos estudados na familia (Tabela 2).

Investigacgdes feitas em volateis de Eucalyptus oleosa e Eucalyptus torquata,
demonstraram a¢ao acaricida contra Tetranychus urticae. Os principais compostos
encontrados no o6leo de E. oleosa foram 1,8-cineol (31,96%), a-pineno (15,25%)
e trans-anetol (7,32%) e no 6leo de E. torquata foram o 1,8-cineol (28,57%),
a-pineno (15,74%) e globulol (13,11%) (EBADOLLAHI et al., 2017). Sob as
plantagdes de eucaliptos na regido campestre do sul do Brasil, poucas plantas se
estabelecem, e a hipdtese levantada foi o envolvimento de alelopatia na formagao
desse padrao. O 6leo essencial de Eucalyptus saligna, que consiste principalmente
de monoterpenos e apresentou a-pineno e 1,8-cineol como compostos majoritarios,
foi relacionado com a fitotoxicidade causada em espécies de pastagens (SILVA et
al., 2017).

Melaleuca sp. sdo cultivadas comercialmente para producdo de o6leo
essencial. Dado o habitat subtropical quente da evolucao de Melaleuca alternifolia
(arvore do chd), nao ¢ surpreendente que um arsenal de metabdlitos secundarios
antimicrobianos, como monoterpenos ciclicos, deva ter sido selecionado. A
composicao quimica do 6leo de M. alternifolia consiste principalmente em
monoterpenos ciclicos e exibe atividade antimicrobiana de amplo espectro, que
pode ser atribuida principalmente ao terpinen-4-ol. Estudos demonstram a acao
do seu dleo contra a bactéria Gram-negativa Escherichia coli, a bactéria Gram-
positiva Staphylococcus aureus e a levedura Candida albicans (COX et al., 2000).
Melaleuca armillaris é a espécie mais amplamente cultivada do género Melaleuca,

cresce em solos rochosos e muito rasos e com baixa capacidade de retengdo de
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agua. Como consequéncia, esta espécie exibe boa tolerancia a seca. Apesar dos
poucos relatos sobre a composicdo quimica do 6leo essencial de M. armillaris,
pode-se observar que 1,8-cineol corresponde ao componente majoritario, com
concentragdes variando de 33,7% a 80,2%. (BARBOSA et al., 2013).

Rhodomyrtus tomentosa ¢ uma espécie amplamente distribuida no Leste
e Sudeste Asiatico, incluindo Japao, Tailandia e sul da China, ¢ um arbusto
perene (KESZEI et al., 2008). Os principais componentes ativos sao o/p-pineno,
B-cariofileno e a-humuleno. Dentre eles, a-pineno e B-cariofileno sdo os mais
abundantes nas folhas. O a-pineno, um monoterpeno monociclico, ¢ uma
matéria-prima importante na sintese de especiarias, enquanto o -cariofileno tem
propriedades antimicrobianas, antioxidantes e anticarcinogénicas, propriedades de
penetracdo na pele e também ¢ um aditivo alimentar aprovado.

Das espécies neotropicais o género Pimenta inclui arvores de pequeno a
médio porte ou arbustos que ocorrem no Caribe e América Central, exceto por
uma espécie nativa do sudeste do Brasil, P. pseudocaryophyllus (LANDRUM,
1986). Em espécies do género, os principais quimiotipos encontrados foram
eugenol, limoneno, cariofileno, metileugenol, mirceno e 1,8-cineol que conferem
odor picante. Pimenta dioica e P. racemosa, sdo as espécies mais importantes
economicamente. O 6leo essencial foliar de Myrtus communis (murta-comum),
outra Myrtaceae neotropical, apresentou atividade nematicida contra o nematdide
das galhas, Meloidogyne incognita. Dentre os 38 componentes quimicos principais,
apresentaram destaque o 1,8-cineol (26,55%), a-pineno (19,40%), linalol (15,97%)
e a-terpineol (8,43%) (ARDAKANI et al., 2013).

Psidium guajava ocorre em ambientes neotropicais da América Central
com ampla disseminagdo e adaptacdo, sendo considerada uma planta invasora em
Galapagos (URQUIA et al., 2019). Em P. guajava, trés quimiotipos terpénicos com
predominancia dos sesquiterpenos B-cariofileno, trans-nerolidol beta-bisabolol
foram observados no 6leo essencial de 22 genotipos de goiabeiras brasileiras
(SOUZA et al., 2018; MENDES et al. 2017). Dois quimiotipos semelhantes
também estdo presentes na espécie relacionada P. guineense: limoneno /a-pineno,
B-bisaboleno / epi-p-bisabolol e B-cariofileno / 6xido de cariofileno (FIGUEIREDO
et al., 2018). A presenga relevante dos sesquiterpenos B-cariofileno e 6xido-

cariofileno na folha também foi relatada em 12 espécies nativas de Psidium no
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Brasil (BERNARDES, 2017). Foi observado efeito inseticida com 6leo essencial
de P. guajava contra a lagarta do cartucho do milho, Spodotera frugiperda, com
0leo essencial com os compostos majoritarios 1,8-cineol (16,73%), a-terpineol
(14,85%), B-cariofileno (6,25%) e (E)-nerolidol (4,04%) (LIMA et al., 2009). O
o6leo essencial de Psidium myrsinites mostrou eficacia larvicida contra larvas de
Aedes aegypti (Diptera: Culicidae), com os compostos principais: -cariofileno
(26,05%), a-humuleno (23,92%) e 6xido de cariofileno (10,09%) (DIAS etal., 2015).
Existe uma interacdo entre o gorgulho, Conotrachelus dimidiatus (Coleoptera:
Curculionidae) e goiabas imaturas (Psidium guajava) para alimentagdo, sono,
acasalamento e oviposi¢do, ¢ a emissdo de compostos organicos volateis pelo
inseto e frutos imaturos pode ajudar a melhorar a compreensdo das interagdes
planta-inseto e inseto intraespecifico entre fémeas e machos de C. dimidiatus. As
emissoes da goiabeira imatura consistem principalmente de limoneno, cariofileno
e aromadendreno. Em relacdo as emissdes do inseto, foram identificados os
terpenoides C, : grandlure L, IL, 111, IV, acido grandisoico, papaianol (ELIZALDE-
GONZALEZ et al., 2020). Pesquisas comprovaram o cultivo de P. guajava em
pomar de citros apresentaram efeito positivo na reducdo da infestag@o de psilideo
citrico asiatico (Diaphorina citri) e os volateis emitidos das folhas de goiabeira
exibiram atividades repelentes contra os psilideos adultos. Os compostos principais
detectados forma a-pineno, sabineno, mirceno, B-pineno, B-ocimeno, limoneno e
a-ocimeno (ZAKA et al., 2015).

Eugenia apresenta ampla distribuicdo, ocorrendo na Malasia, Africa,
Australia (Eugenia reinwardtiana (Blume) DC, sendo a regido neotropical a area
de maior diversidade. O Brasil € o centro da diversidade do género, abrangendo ca.
380 taxons dos quais 313 sdo endémicos (FLORA DO BRASIL, 2020) ocorrendo
em todos os dominios fitogeograficos. A maior riqueza de espécies € encontrada na
Mata Atlantica e na Amazonia com 250 e 91 taxons respectivamente, mas no Cerrado
(vegetacdo tipo savana) o género também possui um alto nimero de taxons (74
espécies). Algumas espécies sao utilizadas para fins alimentares ou medicinais em
muitas regides do pais, como E. dysenterica (Mart.) DC., E. pyriformis Cambess.,
E. stipitata McVaugh e E. uniflora L (BUNGER et al., 2015). Dentro do setor
alimenticio e medicinal, destaca-se o 6leo essencial de E. caryophyllata, espécie

popularmente conhecida como cravo da India, que apresentou majoritariamente o
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eugenol (88,6%) e possui propriedades anti-inflamatérias, citotoxicas, repelentes
de insetos e anestésicas (CHAIEB et al., 2007). Os 6leos essenciais das folhas
de E. brasiliensis, obtidos a partir de duas localidades do sudeste brasileiro,
apresentaram composi¢do similar com os sesquiterpenos a-selineno, f-selineno e
B-cariofileno sendo os principais compostos (FISCHER et al., 2005).

Myrcia ¢ o segundo género neotropical com maior diversidade nos
neotropicos incluindo ca. 770 espécies distribuidas de México para o Uruguai
(WCSP, 2020). A composicao quimica dos 6leos essenciais das folhas de cinco
espécies do género Myrcia foi estudada. A partir desse resultado, verifica-se que
as espécies M. fallax, M. glabra e M. multiflora apresentaram majoritariamente
sesquiterpenos, com destaque para o-bisabolol, a-selineno, B-cariofileno e
valerianol. As espécies M. acuminatissima e M. bombycina apresentaram maior
quantidade de monoterpenos, sendo a-pineno, B-pineno e linalol os principais
compostos encontrados (HENRIQUES et al., 1997). O sesquiterpeno hidrogenado
[-cariofileno foi o principal composto do 6leo essencial das folhas da espécie Myrcia
salzmannii, que foi obtido e caracterizado sazonalmente em diferentes meses dos
anos de 2001 e 2003. Apesar de ter ocorrido variagdo quantitativa no teor de
[B-cariofileno encontrado nas coletas realizadas, em todas elas ele se manteve com
um composto majoritario. Dessa forma, as potenciais aplica¢des do B-cariofileno,
como anestésico, anti-inflamatorio, antiviral, entre outras citadas na Tabela 2
poderiam ser testadas com o 0leo essencial da espécie Myrcia salzmannii e esta
poderia ser indicada para estas finalidades, pois além de possuir majoritariamente
o B-cariofileno, apresenta estabilidade na composi¢do demonstrada ao longo dos
anos (CERQUEIRA et al., 2009).
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Tabela 2. Principais terpenos encontrados nos 6leos essenciais de espécies da

familia Myrtaceae e fungdes ecologicas e atividades biologicas relatadas na

literatura.
Terpeno, estrutura Func@o ecologica/ .
: ~ .. . Referéncias
e classificagao Atividade biologica
MONOTERPENOS
o-pineno Termotolerancia e protecdo ao
0zoOnio em plantas;
Atragdo de polinizadores ¢ defesa HOLOPAINEN etal., 2013
contra patdgenos e herbivoros
Antimicrobiano DHAR et al., 2014
C H Antifungico RIVERA-YANEZ et al., 2017
107716
MH Anti-inflamatoério KIM et al., 2015
Termotolerdncia e protecdo ao
0zoOnio em plantas;
Atracdo de polinizadores e defesa HOLOPAINEN et al, 2013
B-pineno contra patogenos e herbivoros
Antimicrobiano SILVA et al., 2012
LOPES et al., 2012
Antifingico MACEDO ANDRADE et al., 2018
Miorrelaxante COELHO-DE-SOUZA et al., 2005
C.H, Antidepressivo GUZMAN-GUTIERREZ, 2012
M ior Anwolitco: Anticomvul | ALMEIDA et L., 2003
’ ’ SANTOS, 2013
vante
Hipotensor MENEZES et al., 2010
LAWLER et al., 1999
Defesa contra herbivoria BOYLE & MCLEAN, 2004
MOORE et al., 2014
Limoneno Repelente de insetos ALONSO, 2004
H,C., CH; — — -
Insetlmdg, acar1c1d§ e agdo contra HOLLINGSWORTH, 2005
outros micro-organismos
Antimicrobiano KIM et al., 1995
H Antifingico BELLETTI et al., 2004
co Antitumoral AGGARWAL et al. 2006
li;iHm Antinoceptivo AMARAL et al., 2007
Anti-inflamatorio REHMAN et al., 2014
Ansiolitico LEITE et al., 2008
Gastroprotetor MORAES et al., 2009
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Tabela 2. Principais terpenos encontrados nos 6leos essenciais de espécies da
familia Myrtaceae e fungdes ecologicas e atividades biologicas relatadas na

literatura. (continuagao)

Terpeno, estrutura Funcdo ecologica/ .
. ~ .. . Referéncias
e classificagdo Atividade biologica
MONOTERPENOS
Inseticida e repelente de insetos ZANDI-SOHANT et al,, 2013
P DILLMANN et al., 2020
1,8-cineol (ou Atracdo de insetos polinizado- | SCHEMSKE & LANDE, 1984
Eucaliptol) res; Atragdo de inimigos naturais | DEGENHARDT et al., 2003
de herbivoros MOORE et al., 2014
CHj
Termotolerancia e tolerancia ao | HOLOPAINEN et al., 2013
0zoOnio em plantas
(@]
STONE & BACON, 1994
~ o LAWLER et al., 1999
Defesa/Reducao de herbivoria BOYLE & MCLEAN, 2004
HsC CHj3 MOORE et al., 2014
C,H,O Anti-inflamatodrio; Antioxidante | JUERGENS, 2014
MO Antimicrobiano; Antifungico PATTNAIK et al., 1997
Antiviral YANG et al., 2010
Mucolitico BASTOS et al., 2011
Broncodilatador; Espasmolitico | JUERGENS et al., 1998
Inseticida e repelente LIU et al., 2013
a-terpineol : o _ N
Mlorrelaxante e antiespasmo- | \ 4 <A1 HAES of al., 1998
CHs dico
Efeltos cardl'ox'/ascular'es; Antio- SABINO et al., 2013
xidante; Antihipertensivo
Anticonvulsivante SOUSA et al., 2007
Sedativo SOUSA et al., 2007
CHy CHs - ] z
OH Antinoceceptivo QUINTANS-JUNIOR et al., 2011
CHO Gastroprotetor SOUZA et al., 2011
100118 — -
MO Antimicrobiano RAMAN et al., 1995
Anticancerigeno HASSAN et al. 2010
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Tabela 2. Principais terpenos encontrados nos 6leos essenciais de espécies da

familia Myrtaceae e fungdes ecologicas e atividades biologicas relatadas na

literatura. (continuagao)

Terpeno, estrutura

Funcdo ecoldgica/

Defesa contra herbivoria

. - .. L, . Referéncias
e classificagao Atividade biologica
MONOTERPENOS
Linalol Inseticida PEREIRA et al., 2014
OH LAWLER et al., 1999

BOYLE, MCLEAN, 2004
MOORE et al., 2014

C H.O

107718

MO

Anti-inflamatdrio; Analgésico;
Hipotensor; Vasorrelaxante; An-
tinociceptivo; Antimicrobiano;
Hipnético, Hipotérmico; Sedativo

CAMARGO & DE VASCONCE-
LOS, 2014

SESQUITERPENOS

Resisténcia a herbivoria plantas

SMITH et al., 2012

B-cariofileno

Atracdo de inimigos naturais de
herbivoros

DEGENHARDT et al., 2003
MOORE et al., 2014

Interagdo planta-planta

BALDWIN et al., 2006

Anestésico local

GHERLADINI et al., 2001

Potencializador da atividade anti-
cancer (do a-humulene)

LEGAULT, PICHETTI, 2007
DAHHAM et al., 2015

Efeito antidiabético

BASHA, SANKARANARAYA-
NAN, 2016

Anti-inflamatorio

FERNANDES et al., 2007

Anticonvulsivante

DE OLIVEIRA et al., 2016

Antiviral PAJARO-CASTRO et al., 2015
o-humuleno Inseticida BENELLI et al., 2018

CHs

Atragdo de inimigos naturais de | DEGENHARDT et al., 2003
i herbivoros MOORE et al., 2014
3
CHy
CHy Interagdo planta-planta BALDWIN et al., 2006
C15H24 s L
SH Anti-inflamatorio FERNANDES et al., 2007
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Tabela 2. Principais terpenos encontrados nos 6leos essenciais de espécies da

familia Myrtaceae e fungdes ecologicas e atividades biologicas relatadas na

literatura. (continuagao)

Terpeno, estrutura e Funcdo ecoldgica/ .
g .. . . Referéncias
classificacao Atividade bioldgica
SESQUITERPENOS

Oxido de cariofileno
HiC, H

Atracdo de inimigos naturais de
herbivoros

DEGENHARDT etal., 2003
MOORE et al., 2014

“CH3
HaC o] Interagdo planta-planta BALDWIN et al., 2006
HHC Analgésico; Anti-inflamatéria | CHAVAN et al., 2010
2
CI5H24O .
SO Efeito relaxante MECKES et al., 1996
Nerolidol Defesa contra inseto ¢ patdgeno CHEN et al., 2020
em plantas
CHs  HO_ CH,
= i Atragdo de inimigos naturais de | DEGENHARDT et al., 2003
CH, herbivoros MOORE et al., 2014
HsC ! CHs Interagdo planta-planta BALDWIN et al., 2006
CHO Atividade antileishmania ARRUDA et al., 2005
157726
SO Atividade anti-esquistossomica BREHM-STECHER = &

JOHNSON, 2003

a-bisabolol Inseticida ANDRADE et al., 2004
HsC OH CHj - srg
P Agaprcpntra estressores bidticos OTTO et al., 2017
H CHj3 | e abioticos
HsC
C HO Analgésico; Antibiotico; Anti- | KAMATOU & VILJOEN,
'fs 02“ cancer; Anti-inflamatério 2010

MH: monoterpeno hidrogenado; MO: monoterpeno oxigenado; SH: sesquiterpeno
hidrogenado; SO: sesquiterpeno oxigenados.

6. MELHORAMENTO PARA OLEOS ESSENCIAIS EM MYRTACEAE
A variabilidade na composi¢ao dos 6leos essenciais nas espécies de Myrtaceae

¢ objeto de interesse para os programas de melhoramento, dada a importancia dos

compostos presentes nesses 6leos, principalmente os terpenos. Nos tltimos anos,
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a diversidade quimica dos 6leos essenciais das espécies dessa familia tem sido
revelada, permitindo a obteng@o de informagdes relevantes para a defini¢do de
estratégias de uso de gendtipos em programas de melhoramento (BARBOSA et al.,
2016; MENDES etal., 2017; SCALVENZI et al., 2017; BUSTOS-SEGURA et al.,
2017, SOUTHWELL et al., 2017; FILOMENO et al., 2020). Esse conhecimento
da diversidade quimica das espécies de Myrtaceae e dos fatores que afetam essa
diversidade ¢ fundamental para a obtencao de 6leos essenciais com caracteristicas
desejaveis.

A maioria das espécies de Myrtaceae produtoras de oleo essencial sofreu
pouca ou nenhuma sele¢do e, por isso, demonstra grande variagdo fenotipica
nas caracteristicas do 6leo. A concentracdo de 6leo essencial em Eucalyptus
polybractea, por exemplo, pode variar de 0,7 a 13% do peso seco da folha (KING
et al., 2006), enquanto em Melaleuca alternifolia varia de 2,5 a 14,5% do peso
seco (HOMER et al., 2000). A espécie E. polybractea ¢ a principal espécie
cultivada para a produgd@o de 6leo na Australia por apresentar altas concentragdes
de o6leo e propor¢ao de 1,8-cineol. As plantacdes sdo estabelecidas a partir de
sementes provenientes da polinizagdo aberta de povoamentos nativos, resultando
em rendimentos inconsistentes entre anos e linhas (GOODGER & WOODROW,
2012). Devido a grande variagdo natural, hd muito espago para melhoria nas
caracteristicas que sdo importantes para a produgdo em larga escala de terpenos
vegetais: concentragdo de 6leo foliar, propor¢do de 1,8-cineol, acimulo de
biomassa folhosa, crescimento e sobrevivéncia (KAINER et al., 2018).

Segundo Murray & Reitsema (1954), um programa de melhoramento de
plantas voltado para 6leos essenciais requer um conhecimento bésico da heranga
de pelo menos os principais compostos do 6leo essencial. No caso dos terpenos em
Myrtaceae, a herdabilidade tem se apresentado de moderada a alta na maioria das
espécies estudadas. Em E. camaldulensis, observou-se herdabilidade variando de
0,42 a 0,54% para monoterpenos totais e de 0,53 a 0,61% para 1,8-cineol (DORAN
& MATHESON, 1994). Em E. melliodora, a herdabilidade para 1,8-cineol foi
de 0,72% (ANDREW et al., 2005). Em E. globulus, os sete sesquiterpenos
estudados apresentaram herdabilidade variando entre 0,37 e 0,83%, enquanto,
dos monoterpenos, trés tiveram herdabilidade alta (0,60 a 0,79%) e quatro,
herdabilidade entre baixa a moderada (0,03% a 0,22%) (O’REILLY-WAPSTRA
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et al., 2011). Em M. cajuputi, foram observados valores de herdabilidade para
1,8-cineol de 0,21% (HAI et al., 2019) e 0,54% (SUSANTO et al., 2003).

A alta herdabilidade leva a uma maior precisdo da selegdo, uma vez que
grande parte da variacdo observada se deve a efeitos genéticos e ndo ambientais.
Nessas condicdes, a selecdo fenotipica recorrente tem o poder de gerar grandes
ganhos por ciclo de selegdo (KAINER et al., 2015). Os ganhos estimados de um
ciclo de selegdo para concentragdo de 1,8-cineol em E. camaldulensis é de 25%
e de 32% para monoterpenos totais (DORAN & MATHESON, 1994). Em M.
cajuputi, o ganho estimado para 1,8-cineol ¢ de 10% (SUSANTO et al., 2003).

A alta herdabilidade relacionada aos terpenos também tem sido afirmada
pelos estudos de QTLs. Em E. nitens, foram mapeados 45 QTLs significativamente
associados a concentragdes de terpenos, explicando de 3,0 a 16,9% da variancia, ou
seja, a concentracao de terpeno em eucaliptos pode ser afetada por relativamente
poucos loci de efeito relativamente grande (HENERY et al., 2007). Os autores
também detectaram varios locais gendmicos com QTLs para muitas caracteristicas.
Especificamente para os monoterpenos o-pineno, 1,8-cineol, limoneno e o-
terpineol, foram identificados QTLs adjacentes no mesmo grupo de ligagdo,
explicando de 11,6 e 16,9% da variancia, além de forte correlacao fenotipica
entre os compostos. Os autores acreditam que um Unico QTL esteja exercendo
efeitos pleiotropicos sobre a concentragdo de monoterpenos relacionados, dadas
suas origens biossintéticas comuns. Também foram identificados 13 QTLs para
a concentracdo de 14 terpenos diferentes em E. globulus, explicando entre 8,0 e
70,9% da variancia (O’REILLY-WAPSTRA et al., 2011). Assim como relatado
para E. nitens, esses autores também observaram regides com um mesmo QTL
influenciando varias caracteristicas, como, por exemplo, um QTL influenciando a
concentragdo de todos os sesquiterpenos.

Com o avango das tecnologias de sequenciamento, os estudos genéticos dos
6leos essenciais tém ganhado novos recursos, como as analises de associagdo
e selecdo gendmica, que contribuirdo muito para o melhoramento das espécies
visando caracteristicas relacionadas ao rendimento e qualidade dos 6leos. Estudos
em populacdes da familia Myrtaceae tém focado na analise de associagdo de
genes especificos envolvidos na sintese de terpenos e seu efeito na variagdo

quantitativa do contetido e composi¢ao do 6leo. Em E. globulus, o estudo de
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associacdo entre 24 genes candidatos de vias biossintéticas e a concentragdo
de metabolitos secundarios revelou 37 associagdes significativas em 11 genes,
sendo 13 associagdes relacionadas a sintese de terpenos (KULHEIM et al., 2011).
Outro estudo utilizando dez genes candidatos em E. loxophleba encontrou trés
associagdes significativas com a-pineno, duas com 1,8-cineol e oito com terpenos
totais (PADOVAN et al., 2017). Também usando genes candidatos, Webb et
al. (2013) investigaram a correlagdo entre a abundancia de transcritos de genes
que codificam para enzimas da via MEP (fosfato de metileritritol cloroplastico)
e terpenos foliares em M. alternifolia. Os autores relataram que a variacdo na
expressdao dos genes da via MEP explicou 8§7% da variagdo nas concentragdes
foliares de monoterpeno.

O estudo de associacdo gendmica para caracteristicas de terpeno usando
marcadores densos obtidos por ressequenciamento do genoma inteiro em E.
polybractea permitiu encontrar evidéncias de influéncia alélica na sintese de
terpenos e também em outros fatores importantes, como disponibilidade de
precursores, transporte de terpeno, formagdo de cavidades e armazenamento
(KAINER et al., 2018). Além disso, os autores realizaram a validacao funcional
de dois genes candidatos da terpeno-sintase para a produgdo de 1,8-cineol.

A selecdo para 6leos essenciais envolve a sele¢ao para multiplas caracteristicas
complexas ou um indice de selecdo formado a partir dessas caracteristicas. Por
exemplo, na criacao de 6leo de eucalipto de grau farmacéutico, um indice deveria
compreender a concentragdo total de 6leo, biomassa foliar, % 1,8-cineol, % de
compostos indesejaveis, taxa de sobrevivéncia familiar e outras caracteristicas.
Juntamente com técnicas de modelagem avangadas, o ganho por unidade de tempo
usando a selecdo gendmica pode muito bem superar as praticas tradicionais de
melhoramento, especialmente em plantas perenes como o eucalipto e a Melaleuca
(KAINER et al., 2015). Um estudo de predicdo gendmica para caracteristicas
relacionadas ao rendimento foliar de terpeno em E. polybractea demonstrou
alta capacidade preditiva para a concentragdo de 1,8-cineol e a-pineno, o que
¢ altamente promissor para produtores que buscam desenvolver linhas de alta
produgdo de 1,8-cineol (KAINER et al., 2018).

O melhoramento para caracteristicas de d6leo essencial em espécies de

Myrtaceae tem muito potencial para avancar, considerando a alta diversidade
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quimiotipica e alélica presente nas espécies e o estagio inicial em que as pesquisas
se encontram. Tanto o melhoramento tradicional, como o gendmico tem capacidade
para realizar progressos na producdo e composi¢ao dos 6leos.

Além das possibilidades de melhorias das espécies mais cultivadas para a
produgao do 6leo, Eucalyptus spp. € Melaleuca spp., também existe potencial para
o melhoramento e cultivo de outras espécies, como Corymbia spp., Rhodomyrtus
tomentosa e Psidium spp., principalmente Psidium guajava, que ja é cultivada para

a produgdo de frutos.
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Capitulo 07

ASPECTOS EPIGENETICOS DA
EMBRIOGENESE SOMATICA EM PLANTAS

Cristiana Torres Leite

Elias Terra Werner

Jodo Paulo de Morais Oliveira
Aline dos Santos Bergamin

Milene Miranda Praga Fontes
1. INTRODUCAO

A Cultura de Tecidos Vegetais (CTV) ¢ um conjunto de técnicas
biotecnoldgicas para estabelecer, manter e multiplicar células, tecidos, 6rgéos e até
plantas inteiras sob controle e condigdes assépticas para gerar mais plantas em um
periodo mais curto do que os métodos convencionais (SHAHZAD etal.,2017). A
CTV tem sido utilizada com grande sucesso na agroindustria para a produgdo de
frutas, plantas ornamentais e medicinais, e até espécies florestais. Os dois métodos
mais comumente utilizados na CTV para a regeneragdo de plantas in vitro sdo a
Organogénese ¢ a Embriogénese Somatica (ES).

Na ES o embrido surge assexuadamente a partir de um explante vegetativo
(somatico), em que células somaticas, adequadamente induzidas, tem a capacidade
de desenvolver-se em plantas sem a fusdo de gametas, num processo morfogenético
que se aproxima da sequéncia de eventos representativos da embriogénese
zigotica (VON ARNOLD et al., 2002), apresentando, inclusive, estadios de
desenvolvimento embrionario similares. A ES ¢ uma via de regeneragdo vegetal
que envolve uma série de mecanismos multifatoriais complexos, influenciada
por hormodnios enddgenos, mas principalmente induzida por Reguladores de
Crescimento Vegetal (PGR) exogenos (JIMENEZ, 2005).

Portanto, na ES uma célula somatica pode se desenvolver em uma célula
totipotente, indiferenciada e embriogénica, ¢ a célula embriogénica pode gerar

todas as células, formando um embrido somatico, que mais tarde se torna uma
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planta completa e funcional. As diferentes condigdes (endogena ou exdgena)
podem influenciar os padrdes metabodlicos, a expressdo génica e 0s mecanismos
epigenéticos do explante, estimulando uma célula (ou um grupo de células) a
mudar sua natureza (Figura 1) (OSORIO-MONTALVO et al., 2018).

—
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Figura 1. Na embriogénese somatica de plantas, mecanismos genéticos (verde)

e epigenéticos (amarelo) induzem o desenvolvimento de células embriogénicas a
partir de qualquer explante (células isoladas de folhas, brotos ou raizes). Devido
as propriedades de totipotencialidade das células vegetais, um grupo de células
embriogénicas pode se desenvolver em uma plantula completa e funcional. Fonte:
OSORIO-MONTALVO et al., 2018.

Para obten¢do do embrido somatico um numero limitado de genes ¢
expresso. Na Figura 1 s3o citados os genes que sao ativados especificamente ou
diferencialmente expressos durante a ES, como os genes BABY BOOM1 (BBM1)
e LEAFY COTYLEDONI (LECI), cruciais para a inducdo da ES e diferenciagdo
celular. Os genes LEC sdo expressos apOs a célula atingir o potencial de
desdiferenciagdo, e aumentam o nivel de auxina endégena, que consequentemente
regula positivamente a expressdo dos genes WUSCHEL (WUS) e SOMATIC
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EMBRYOGENESIS RECEPTOR KINASE (SERK), que também estimulam o
desenvolvimento de embrides somaticos quando expressos. O gene regulador
PICKLE (PKL) induz a expressao dos genes LEC durante a ES controlando varios
processos fisiologicos que promovem a competéncia embrionaria (KUMAR &
VAN STADEN, 2017).

Por outro lado, a ES também ¢ controlada pela reprogramacao da expressao
génica, onde genes especificos desta via sdo ativados ou desativados (FEHER et
al., 2003; KARAMI et al,. 2009; TANG et al., 2020). A reprogramacao génica
¢ modulada de acordo com os diferentes niveis de compactacdo da cromatina,
como a heterocromatina (mais compactada) ¢ a eucromatina (menos compactada)
(CHEUNG & LAU, 2005; FINNEGAN et al., 1998; NOWAK et al., 2020).
A cromatina pode ser remodelada devido aos mecanismos epigenéticos, entre
eles a metilacdo do DNA, a modificag@o de histonas e os miRNAs (BIRD, 2007;
CHEN et al., 2010; FEIL, 2009; ROTTACH et al., 2009). O termo epigenética
refere-se a alteragdes genéticas que ocorrem durante a expressdo génica e que
sdo independentes da sequéncia de DNA (BERGER et al., 2009; HAIG, 2004;
ZHANG & HSIEH, 2013). Para regular a expressao génica no desenvolvimento
de plantas, diferentes modifica¢des epigenéticas interagem extensivamente apos
complexas interagdes mutuas (WOJCIKOWSKA et al., 2020).

Em virtude do genoma das plantas apresentarem pouca ou nenhuma
alteracao durante o seu desenvolvimento, os mecanismos epigenéticos, por serem
suscetiveis as condi¢des ambientais, podem manter o silenciamento de genes
expressos ou a ativacdo de genes que foram silenciados anteriormente (CHEUNG
& LAU, 2005; PASZKOWSKI & WHITHAM, 2001; WOLFFE & MATZKE,
1999; WOJCIKOWSKA et al., 2020). A atuagdo dos diferentes mecanismos
epigenéticos tem sido estudado durante o desenvolvimento de plantas in vitro (DE-
LA-PENA et al., 2012; KAEPPLER & PHILLIPS, 1993; MIGUEL & MARUM,
2011; SMYKAL et al., 2007, VALLEDOR et al., 2007; WANG et al., 2020;
YANG et al., 2013). Este capitulo tratara da metilagdo do DNA, das modificagdo
de histonas e dos miRNAs por desempenharem papéis fundamentais na regulagdo
do desenvolvimento de plantas (NOCEDA et al., 2009).
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2. METILACAO DO DNA

A metilacdo do DNA ¢ um mecanismo epigenético essencial envolvido
em diferentes processos bioldgicos, sendo um fator crucial que regula ¢ mantém
programas de expressdo génica (MILUTINOVIC et al., 2003). Além disso,
desempenha um papel significativo de regulag¢do da diferenciagdo e crescimento
em plantas (KUMAR & VAN STADEN, 2017). A metilagdo do DNA ¢ mediada
pela adi¢do de um grupo metil (CH,) da S-adenosilmetionina (SAM) na posigdo
5’ do anel pirimidina da citosina via ligacdo covalente, formando a 5-mC. A
metilagdo pode ocorrer nas bases da citosina no CG, CNG ou CNN (onde N
pode ser os nucleotideos: C, A ou T) (GRIFFITHS et al., 2015). Nas plantas,
as sequéncias CG sdo altamente metiladas, as sequéncias CHG moderadamente
metiladas e sequéncias CHH sdo metiladas no menor nivel (FENG et al., 2010).
Para Arabidopsis thaliana, os niveis de metilagdo de DNA variam entre as
sequéncias, sendo 24% CG, 6,7% CHG e 1,7% CHH (COKUS et al., 2008). A
metilagdo nas sequéncias CG esta concentrada na regido dos genes codificadores de
proteinas, tanto em eudicotiledoneas, quanto em monocotiledoneas (WATSON et
al., 2014; YANG et al., 2014; HU et al., 2014; YAMAUCHI et al., 2014). A
metilagdo do DNA ¢ catalisada por diferentes enzimas denominadas: DNA citosina
metiltransferase (DCMT), dominios reorganizados por metiltransferase (DRM),
metiltransferase (MET) e cromometilase (CMT). As enzimas DRM1 e DRM?2 sdo
responsaveis pela metilagao de novo pela via de metilagdo direcionada ao miRNA
e as METI e CMT1I sdo responsaveis pela manutengdo da metilagdo através da
replicagdo do DNA (CAO & JACOBSEN 2002; FEHER, 2015). A desmetilagio
ativa de metilcitosinas ¢ catalisada por enzimas da familia das DNA glicosilases
DEMETER (DME) (FEHER, 2015).

Durante o desenvolvimento de plantas in vitro, a metilagdo do DNA
desempenha um papel fundamental na desdiferenciagdo celular, na rediferenciagao,
na formagdo de embrides somaticos e no crescimento das plantulas (HE et al., 2011;
ELMEER, 2013; JOSHI etal., 2013; NIC-CAN etal., 2013; FEHER, 2015). Durante
a embriogénese somatica, tanto um alto nivel de metilagdo (hipermetilagdo) quanto
um baixo nivel de metilagdo (hipometilagdo) influenciam no desenvolvimento
embrionario somatico (CHAKRABARTY et al., 2003; LELJAK-LEVANIC et
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al., 2004; NIC-CAN et al., 2013; KWIATKOWSKA et al., 2014). Alguns
estudos mostraram que a hipermetilacdo estd associada com as maiores taxas de
embriogénese somatica e que a hipometilagdo esta associada com a repressao,
porém alguns autores relatam o contrario. Estudos apontam que o tempo em
cultivo e os componentes do meio de cultura in vitro, como os reguladores de
crescimento, especialmente auxinas, compostos nitrogenados como L-prolina,
glutamina e antibidticos também afetam o nivel de metilagdo do DNA durante a
embriogénse somatica, alterando a expressao génica (LOSCHIAVO et al., 1989;
FRAGA et al., 2012). Abaixo serdo apresentados alguns estudos que mostram a
variagdo na metilagdo do DNA durante a embriogénese somatica.

Um dos primeiros estudos que elucidaram a importancia da metilagdo do
DNA na embriogénese somatica foi realizado por LoSchiavo et al. (1989). Os
autores relataram hipermetilagdo em culturas de células de Daucus carota quando
tratadas com auxinas e hipometilagdo quando a auxina era removida. Com
a remoc¢ao da auxina no processo de embriogénese somatica, o embrido se
desenvolvia, no entanto, a metilacdo voltava a aumentar em estagios posteriores
de embriogénese. Isto mostra uma correlagdo positiva entre a concentracao da
auxina acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4 D) e os niveis de metilagdo da citosina
(LOSCHIAVO et al., 1989; MUNKSGAARD et al., 1995). Em Cucurbita pepo
os autores observaram uma hipermetilagao nas etapas iniciais do desenvolvimento
embrionario e uma hipometilacdo durante a maturagdo dos embrides em meio
tratado com agente hipometilante, 5-azacitidina (AzaC), sugerindo que a
embriogénese pode ser induzida por fatores estressantes e por alteragdes nos niveis
de metilagio (LELJAK-LEVANIC et al., 2004). Em culturas celulares de Acca
sellowiana, Fraga et al. (2012) também observaram que a hipermetilacdo do DNA
estava associada a ES, visto que células cultivadas em meio com a adi¢do de AzaC
resultaram em hipometilagdo, porém a combinac¢do de AzaC e 2,4-D elevaram
o nivel de metilacdo, resultando em indugdo de embriogénese somatica. Em
Medicago truncatula, a adi¢do de AzaC também reduziu o nivel de metilagdo do
DNA nas células embriogénicas (SANTOS & FEVEREIRO, 2002). Em culturas
de Arabidopsis thaliana, a metilagdo do DNA se manteve na presenca de AzaC,
porém a metilagdo também aumentou ao longo do tempo em culturas sem a adi¢ao
de AzaC (TOKUJI et al. 2011). Ainda para A4. thaliana, Kwiatkowska et al. (2014),
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relataram a hipermetilacdo do DNA sendo associada com a formagdo de células
embriogénicas. Da mesma forma, Nic-Can et al. (2013) também relatam que altos
niveis de metilacio do DNA aumentavam a indugdo da ES e o desenvolvimento
de embrides somaticos em Coffea canephora. No estudo realizado por Luan et
al. (2020), o uso de AzaC inibiu significativamente a diferenciagdo de gemas
adventicias e aumentou o nimero de embrides globulares, aumentando a ES em
Ananas comosus.

Resultados contrarios no nivel de metilagdo do DNA durante a ES foram
observados, mostrando que uma diminui¢ao nos niveis parece ser fundamental
para o desenvolvimento embrionario em algumas espécies. Charkrabarty et al.
(2003), estudando Eleuterococus senticosus, observaram hipometilagdo nos
calos embriogénicos em comparacdo com calos ndo embriogénicos, mostrando a
necessidade de baixos niveis de metilagdo do DNA para a expressdo de genes do
desenvolvimento. Para Castanea sativa, foi necessario a desmetilacio do DNA
para a indugdo da ES e para o desenvolvimento de embrides somaticos (VIEJO
et al., 2010). O mesmo foi observado para Rosa hybrida, em que eventos de
desmetilacdo do DNA sdo frequentes nas fases de desdiferenciag@o celular ou na
formacao de calos embriogénicos (XU & KORBAN, 2004). Em Pinus nigra, as
células com caracteristicas embriogénicas também apresentaram niveis baixos de
metilacdo do DNA (NOCEDA et al., 2009). O estudo de Rival et al. (2013) para
Elaeis guineenses, demonstrou um efeito negativo da baixa metilagdo do DNA
durante a ES, visto que nao foi possivel gerar embrides somaticos. Em gendtipos de
Gossypium hirsutum, o gen6otipo que apresentou uma alta capacidade de regenerar
embrides apresentou hipometilagdo durante o seu processo de rediferenciagdo
embriogénica (GUO et al., 2020). Outro exemplo, encontrado por Ji et al. (2019),
¢ a hipermetilagdo de todo o genoma, incluindo regides anteriormente silenciadas,
durante a fase inicial de embrides no estagio globular da ES em Glycine max.

Além do papel da metilagio do DNA durante a desdiferenciagdo e
diferenciacdo celular, os niveis de metilagdo também contribuem para a regulagdo
de genes relacionados a embriogénese somatica. Niveis reduzidos de metilagao
dos mutantes METI de A. thaliana foram associados com uma maior expressao
do gene WUS, resultando em uma melhor regeneracdo de embrides (LI et
al. 2011). Além disso, ainda para 4. thaliana, os genes LECI, LEC2 e BBM foram
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regulados positivamente nos mutantes DRM1DRM?2 e DRMIDRM2CMTS3, sendo
possivel observar uma melhoria na ES (GRZYBKOWSKA et al., 2018). Em C.
canephora, os autores também observaram uma modulacdo da expressdao dos
genes WUS e LEC1 via metilagdo do DNA durante a fase inicial da embriogénese
somatica (NIC-CAN et al., 2013). No inicio da cultura, a metilagdo do DNA foi
de 23,8% na fase de diferenciacgdo, no dia 14, a metilacdo aumentou para 25,4%.
Esses dados sugerem que a metilagdo do DNA estaria regulando a expressao desses
genes e assim permitindo a diferenciagao celular e o desenvolvimento embrionario
(NIC-CAN et al., 2013). Portanto, os diferentes estudos apresentados acerca dos
mecanismos epigenéticos, indicam que a metilagdo do DNA ¢ dinamica e confirma
a sua importancia durante todo o processo de embriogénese somatica, geralmente

através do silenciamento ou ativagdo de genes.
3. MODIFICACAO DAS HISTONAS

Para entender como as modificagdes das histonas influenciam na expressao
ou repressdo de genes, primeiro ¢ necessario entender a estrutura da cromatina.
A cromatina ¢ constituida por um complexo de proteinas e DNA (VAN HOLDE,
1998). As proteinas que se ligam ao DNA sdo divididas em histonas e proteinas
cromossOmicas ndo-histonas. As histonas estdo presentes em proporg¢des similares
ao DNA e sdo responsaveis por empacotar e organizar o DNA em unidades
estruturais denominadas nucleossomos, complexo de DNA — proteina (ALBERTS
et al., 2010; NELSON & COX, 2014; GRIFFITHS et al., 2015).

Quatro histonas formam o cerne do nucleossomo, sdo clas: H2A, H2B, H3
e H4. Durante a formagao do nucleossomo, as histonas ligam-se umas as outras
para formar os dimeros: H3-H4 ¢ H2A-H2B. Os dimeros H3-H4 combinam-se
para formar um tetrdmero, que combinam a dois dimeros de H2A-H2B para formar
o octamero do cerne. O DNA fita dupla de aproximadamente 147 nucleotideos
¢ entdo enrolado ao redor do cerne de histonas, formando assim o nucleossomo
(KORNBERG & LORCH, 1999). Cada particula do cerne do nucleossomo ¢
separada da outra por um segmento de DNA de liga¢do. O caminho do DNA ao redor
do cerne de histonas ¢ irregular, ou seja, sdo observadas varias dobras no DNA.

Além do dobramento, cada histona do cerne apresenta uma “cauda” N-terminal
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de aminoacidos que fica para fora do cerne de histona e do DNA ¢ esta sujeita a
modificagdes pos-traducionais (ALBERTS et al., 2010). Uma histona adicional,
a histona H1, conhecida como histona de ligagdo, liga-se a cada nucleossomo,
compactando ainda mais o0 DNA nucleossdmico. As histonas tém peso molecular
entre 11.000 e 21.000 e sdo muito ricas nos aminoacidos basicos arginina e
lisina. As histonas H3 e H4 apresentam sequéncias de aminodcidos praticamente
idénticas em todos os eucariotos. As histonas H1, H2A e H2B apresentam menor
similaridade de sequéncia entre as espécies de eucariotos (ALBERTS et al., 2010;
NELSON & COX, 2014; GRIFFITHS et al., 2015).

As histonas estdo entre as proteinas mais conservadas nos eucariotos, devido
ao seu papel fundamental no controle da estrutura da cromatina. Essa conservagdo
evolutiva sugere que a funcao das histonas estd envolvida com praticamente todos
os aminoacidos, de modo que a alteragdo em qualquer posicao seria prejudicial
para a célula. Mesmo com o elevado grau de conservacdo das histonas, alguns
eucariotos apresentam variantes das histonas que diferem na sequéncia de
aminoacidos. Além das variantes de histonas, diversas modificagdes podem
ocorrer nas histonas principais, € isso permite controlar os aspectos criticos da
estrutura e funcdo da cromatina que desempenham papel regulador na expressdo
génica (ALBERTS et al., 2010; FELSENFELD & GROUDINE, 2003). Essas
modificagdes sdo reversiveis, porém podem afetar a carga elétrica liquida, a
forma e outras propriedades das histonas, bem como as propriedades estruturais
e funcionais da cromatina, participando na regulagdo da transcri¢do (ALBERTS
etal., 2010).

As diversas possibilidades de modifica¢des que ocorrem em varios locais das
histonas, resultam em distintas fungdes reguladas pela cromatina (CHEUNG &
LAU, 2005). Devido a isso, foi criado o codigo de histonas, onde as informagdes
sdo armazenadas nos padrdes de modifica¢do de histonas e ndo na sequéncia de
nucleotideos (ALBERTS et al., 2010; NELSON & COX, 2014; GRIFFITHS et al.,
2015). As modificagdes ocorrem nas cadeias laterais dos aminoacidos das quatro
histonas do cerne, sendo a maioria nas “caudas” N-terminais, que sdo ricas em
residuos de aminoacidos como arginina, lisina e serina. Entre essas modifica¢des,
as mais estudadas sdo a acetilagcdo, fosforilacdo, metilagdo e ubiquitinagdo
(ALBERTS et al., 2010; NELSON & COX, 2014; GRIFFITHS et al., 2015).
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Abaixo serdo tratadas as principais modifica¢des de histonas.

3.1. Acetilagao

A acetilag@o ¢ uma das modificacdes de histonas mais bem caracterizadas,
sendo altamente dindmica e podendo ser reversivel. Ela ¢ regulada pela agdo
oposta de duas enzimas, a histona acetiltransferase (HATs) e a histona desacetilase
(HDACs) (GRAESSLE et al., 2001). As HATs utilizam acetil-CoA como cofator
e catalisam a transferéncia de um grupo acetil para o grupo amino das cadeias
laterais da lisina (K). Ao fazer isso, ocorre a neutralizagdo da carga positiva da
lisina e isso promove o enfraquecimento das interacdes entre histonas ¢ DNA
(BANNISTER & KOUZARIDES, 2011). O que significa que as regides da
cromatina que estdo superacetiladas costumam apresentar maior atividade
de transcricdo (GRIFFTHIS, 2015). Existem duas classes principais de HATs,
as do tipo A e as do tipo B. As HATs do tipo A sdo enzimas mais diversas do
que os do tipo Bs. Elas podem ser classificadas em trés grupos, dependendo da
homologia da sequéncia de aminoacidos e da sua estrutura conformacional, sdo
elas GNAT, MY ST e CBP/p300 (HODAWADEKAR & MARMORSTEIN, 2007;
BANNISTER & KOUZARIDES, 2011). Ja as HATs do tipo B sdo altamente
conservadas e predominantemente histonas citoplasmaticas. Elas acetilam a
histona H4 sintetizada recentemente na K5 e K12 e em alguns locais dentro da
H3. De modo geral, cada uma dessas enzimas modifica varios locais dentro das
caudas N-terminais da histona e em alguns locais no nucleo da histona globular
(BANNISTER & KOUZARIDES, 2011).

A acetilac@o de histonas pode ser revertida pela acdo das HDAC que atuam de
forma oposta a HAT, restaurando a carga positiva da lisina. As HDACs criam uma
conformagao de cromatina condensada que reprime a transcricao (BANNISTER &
KOUZARIDES, 2011; GRIFFTHIS, 2015). Existem quatro classes de HDAC: I,
IL I e IV (YANG & SETO, 2007). Cada uma delas tém uma especificidade de
substrato relativamente baixa, sendo que uma Unica enzima ¢ capaz de desacetilar
varios locais dentro das histonas (BANNISTER & KOUZARIDES, 2011). Em um
estudo realizado por Zhang et al. (2020), os autores demonstraram que a inibigao

de HDAC afeta diminuindo a proliferacdo celular durante a formacao de calos
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a partir de embrides maduros de Oryza sativa, indicando que a desacetilacio de

histona ¢ uma via de regulacdo durante a desdiferenciacdo celular.

3.2. Fosforilagao

A fosforilagdo das histonas também ¢ altamente dindmica e ocorre
principalmente nas caudas N-terminais dos aminoacidos serinas, treoninas e
tirosinas (XHEMALCE et al., 2011). Os niveis das modifica¢des sdo regulados
por quinases que adicionam a modificagdo e por fosfatases que removem (OKI et
al., 2007). As histonas quinases transferem um grupo fosfato de ATP para o grupo
hidroxila da cadeia lateral do aminoacido alvo, adicionando uma carga negativa
a histona. Assim como na acetilacdo, a reducdo da carga positiva tem o potencial
de interromper as interagdes eletrostaticas entre histonas e DNA, facilitando a
transcri¢ao. A maioria dos locais de fosforilagao de histonas estd dentro das caudas
N-terminais, porém também ocorre em alguns locais no nticleo da histona globular
(BANNISTER & KOUZARIDES, 2011). A fosforilagdo da histona tende a ser
muito especifica para o local e existem poucos locais em comparacdo com 0s
locais acetilados. A respeito do papel das histonas fosfatases, ainda pouco se sabe,
devido a rotatividade extremamente rapida de fosforilagdes especificas de histonas
(BANNISTER & KOUZARIDES, 2011).

3.3. Metilagao

As histonas H3 e H4 podem sofrer modificagdes pela adicdo de um grupo
metil nas cadeias laterais dos residuos de lisina e arginina. Diferente da acetilago
e da fosforilagdo, a metilagdo ndo altera a carga da histona. As metilagdes
podem ser encontradas nas regides ativas (eucromatina) e inativas da cromatina
(heterocromatina), sendo que as cadeias laterais da lisina podem ser mono, di
ou trimetiladas, enquanto as argininas podem ser mono e simetricamente ou
assimetricamente dimetiladas (XHEMALCE et al., 2011; NG, 2009; BEDFORD
& CLARKE, 2009; LAN & SHI, 2009). Essa metilacao diferencial fornece uma
diversidade funcional adicional a cada local da metilagdo (CHEUNG & LAU,
2005).
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A primeira histona lisina metiltransferase (HKMT) a ser identificada foi o
SUV39H1 que tem como alvo a histona 3 e a lisina 9 (H3K9) (REA et al., 2000).
Apos isso, novas HKMT foram identificadas e a maioria delas metilam lisinas
N-terminais que apresentam um dominio chamado SET. As HKMTs catalisam
a transferéncia de um grupo metil da S-adenosilmetionina (SAM) para o grupo
g-amino da lisina. (BANNISTER & KOUZARIDES, 2011). Os principais locais
de metilacdo de lisina na histona H3 sdo K4, K9, K27, K36, K79 e na H4 a K20
(LEE etal., 2004; SIMS et al., 2003). Entre elas, a metilagdo da lisina 4 (H3K4me)
e da lisina 36 (H3K36me) na histona 3 ocorrem nas regides promotoras dos genes
ativos por membros do Grupo Tritorax - TrxG, enquanto a metilagdo da lisina
9 (H3K9me) e lisina 27 (H3K27me) na histona H3 sdo encontradas nas regides
heterocromaticas que estdo relacionado a repressdo transcricional por meio de
membros do POLYCOMB REPRESSIVE COMPLEX 2 - PRC2) (LACHNER &
JENUWEIN, 2002; SHILATIFARD, 2006; LI et al., 2007).

Duas classes de arginina metiltransferase atuam na metilacao da arginina, as
enzimas tipo I e tipo II. Todas as enzimas transferem um grupo metil do SAM para
o0 grupo m-guanidino da arginina em uma variedade de substratos (BEDFORD &
CLARKE, 2009; WOLF, 2009). A metilagao de histonas nos residuos de arginina
esta ligada a ativagdo génica, no qual ocorre o recrutamento de metiltransferases,
como CARMI1 (arginina metiltransferase associada a coativador) e PRMTI1
(proteina arginina N-metil transferase) (STALLCUP, 2001; DAVIE & DENT,
2002). As metiltransferases, tanto para a arginina quanto para a lisina, possuem um
local ativo catalitico distinto que diferencia esse amplo grupo de metiltransferases
de outras enzimas dependentes do SAM (COPELAND et al., 2009).

A metilacdo da histona era considerada uma modificagio estatica e estavel.
Porém, novos estudos foram realizados e foram descobertos alguns mecanismos
de desmetilag@o da lisina e da arginina (BANNISTER et al., 2002). Entres esses
mecanismos, a proteina jumonji JMJD6 que é capaz de realizar uma reagdo de
desmetilacao nas histonas H3R2 e H4R3 (CHANG et al., 2007). A primeira lisina
desmetilase foi identificada utilizando o FAD como co-fator e foi denominada
como desmetilase 1 especifica da lisina (LSD1). Porém, esta enzima é compativel
apenas com substratos de lisina mono e di-metilados (SHI et al., 2004). A

primeira enzima identificada como uma tri-metil lisina desmetilase foi a JIMJD2
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que desmetila H3K9me3 ¢ H3K36me3 (WHETSTINE et al., 2006). Assim
como as metiltransferases, as desmetilases possuem um nivel de especificidade
de substrato elevado em relacdo a sua lisina alvo, ou seja, algumas enzimas sao
capazes de desmetilar apenas substratos mono e di-metilicos, enquanto outras
enzimas podem desmetilar todos os trés estados da lisina metilada (BANNISTER
& KOUZARIDES, 2011).

3.4. Ubiquitinacio

A ubiquitinagdo resulta em uma grande modificacdo covalente, diferente das
demais modifica¢des, que apresentam alteragdes moleculares nas cadeias laterais
de aminoacidos relativamente menores. A ubiquitina ¢ um polipeptideo de 76
aminodcidos que faz ligacdo com as lisinas de histonas por meio da a¢do sequencial
de trés enzimas, enzimas ativadoras de E1, conjugadoras de E2 e ligantes de E3
(HERSHKO & CIECHANOVER, 1998). Os complexos enzimaticos determinam
qual é a lisina alvo e o grau de ubiquitinagdo, se ¢ mono ou poli-ubiquitinado.
As histonas H2A e H2B podem ser ubiquitinadas e dependendo do grau de
ubiquitinacdo, cada uma delas pode estar envolvida com funcdes diferentes. Por
exemplo, a H2AK119ub1 esta envolvida no silenciamento de genes (WANG et
al., 2004) enquanto H2BK 123ub1 desempenha um papel importante na transcri¢do
(LEE etal., 2007; KIM et al., 2009). A ubiquitinagdo ¢ altamente dindmica e pode
ser reversivel através da acdo das isopeptidases chamadas enzima de-ubiquitina.
Esta atividade apresenta grande importancia tanto para a atividade génica quanto
para o silenciamento (XHEMALCE et al., 2011).

3.5. Modificacio das histonas na Embriogénese Somatica

Na ES, a totipoténcia ¢ uma etapa fundamental, na qual as células somaticas
mudam seu destino para células embriogénicas (HABERLANDT, 1902). A ES
¢ induzida por hormoénios estressantes ou reguladores de crescimento exogenos
que variam entre as plantas, porém, a resposta celular a esses indutores ¢ comum
entre as plantas. Tanto na embriogénese somatica direta, como na embriogénese

somatica indireta, os padroes de expressdo génica alteram a medida que alguns
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genes que eram ativos nas células somaticas sdo reprimidos e genes embriogénicos
que estavam inativos sdo expressos (MAHDAVI-DARVARI et al., 2015). Alguns
mecanismos epigenéticos influenciam na reprogramagdo genética, como as
modifica¢des de histonas, que estdo relacionadas com a embriogénese somatica
em plantas. Alguns exemplos de modificacdo de histonas na ES serdo tratados
nesta questdo.

Analisando a metilagdo de histonas em estudos com Arabidopsis thaliana L.,
os autores constataram que a reducdo no nivel de metilagdo do DNA associado a
diminui¢do dos niveis de H3K9me2 e H3K27me3 permitem o desencadeamento da
desdiferenciagdo celular ou para a reentrada no ciclo celular (GRAFI et al., 2007;
LAFOS et al., 2011). Da mesma forma, Nic-Can et al. (2013) observaram uma
diminui¢ao no nivel de metilagdo do DNA e diminui¢do de H3K4me3, H3K9me?2
e H3K27me3 apos 7 dias da inducdo da ES em Coffea canephora L., que também
permitiram a expressao de genes relacionados ao inicio da desdiferenciagao celular.
Por outro lado, houve um aumento nas marcas repressivas H3K9me2 e H3K27me3
e aumento da metilacdo do DNA durante a transi¢do do estagio globular para o
cordiforme (NIC-CAN et al., 2013). Mostrando que a metilagdo global da histona
muda juntamente com a metilacdo do DNA, contribuindo para a transi¢ao de células
somaticas para embrides somaticos. Em culturas de protoplastos de Nicotiana
tabacum L., a aquisi¢do da competéncia embriogéncia foi correlacionada com a
remodelacdo da cromatina e com modificagdes da metiltransferase na H3K9 e na
H3K14 (WILLIAMS et al., 2003). Proteinas do grupo PRC2 impedem a expressao
de genes da pluripoténcia durante a diferenciag@o celular (BOUYER et al., 2011;
GENTRY & HENNIG, 2014). Mutac¢des que afetam PRC2 resultam na transig¢@o
incompleta de embrides para plantulas, levando a formacao de tecidos semelhantes
a calos com caracteristicas embrionarias (BOUYER et al., 2011).

A expressdo de alguns genes cruciais para a diferenciacdo celular e
inducdo da ES em plantas sdo regulados epigeneticamente por modifica¢des
de histonas. Como por exemplo, os genes dos fatores de transcri¢do, (BBM1)
e (LECI) sao regulados por H3K27me3, enquanto WUSCHEL - HOMEOBOX4
RELACIONADO (WOX4) é regulado por H3K9me2 (LAFOS et al., 2011; NIC-
CAN et al., 2013). O BBM1 ¢ essencial para a proliferagdo e morfogénese celular
durante a embriogénese (BOUTILIER et al., 2002; KULINSKA-LUKASZEK
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et al., 2012). LECI é um mestre regulador da embriogénese e sua expressao
¢ necessaria para induzir a ES (LOTAN et al., 1998). WOX4 ¢ essencial para
estimular a regeneragdo de brotos (JI et al.,, 2010; SUER et al., 2011). A
diminui¢do da H3K27me3 na sequéncia que codifica para o LEC ¢é importante
para a ativagdo do gene, mostrando que LEC! esta envolvido no alongamento
do hipocétilo durante o desenvolvimento do embrido (JUNKER et al., 2012). A
regido alvo do BBM1 contém niveis moderados de H3K27me3 e baixos niveis de
H3K4me3, o que sugere que as presencas dessas marcas antagénicas poderiam
manter a transcricao do gene reprimida, mas durante o processo de diferenciagdo
o equilibrio dessas marcas poderia permitir a reativagdo rapida da transcrigdo
(BOUYER etal.,2011). A repressdo de WOX4 pela marca H3K9me?2 foi observada
na transicao do estagio torpedo para o cordiforme, permitindo o alongamento do
eixo embrionario (JI et al., 2010; SUER et al., 2011).

A acetilacdo e desacetilagdo de histonas também desempenham um papel
importante durante a ES (MAHDAVI-DARVARI et al., 2015). Em culturas
embriogénicas de N. tabacum, ndo foram observadas alteragdes na metilagao das
histonas durante o ciclo celular, porém foi observada a desacetilacdo nas histonas
H3 e H4 durante a mitose (LI et al., 2005). Durante o processo de desdiferenciacao
de protoplastos de tabaco, a acetilacdo das histonas H3K9 e H3K14 foram
associadas com a liberagio da PROTEINA DE HETEROCROMATINA 1
(HP1), que estd associada com a descompactacdo da cromatina (WILLIAMS et
al., 2003). A formagao de calos a partir de explantes radiculares de A. thaliana
também mostrou ser dependente da acetilagcdo de histonas (SUGIMOTO et al.,
2010). Também foi demonstrado que o PRZ1 (membro da multiproteina GCNS —
histona acetiltransferase) se liga diretamente a promotores de genes e aumentam
a acetilacdo das histonas H3K9 ¢ H3K 14, modificando estrutura da cromatina
durante a transi¢@o da proliferacao celular para o estado diferenciado (ANZOLA
et al., 2010). Uddenberg et al. (2011) relataram que utilizando tratamentos com o
inibidor da histona desacetilase tricostatina A (TSA) foi restaurada a diferenciacao,
a competéncia embriogénica e germinacao de embrides. Eles sugerem que existe
uma conexdo entre o padrdo de acetilacdo da histona e os niveis de expressao
de genes relacionados a embriogénese. Portanto, a acetilacdo de histonas esta

correlacionada com a cromatina ativa, induzindo o afrouxamento da cromatina ¢
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finalmente a transcri¢do génica, indicando o efeito positivo da acetilacao geral de
histonas durante a competéncia embriogénica (TSE et al., 1998; EBERHARTER
& BECKER, 2002; UDDENBERG et al., 2011). Ja a desacetilagdao de histonas,
esta relacionada com a inativagao transcricional (STRUHL, 1998).

Além da metilagdo e da acetilagcdo / desacetilagdo, a ubiquitinacdo de
histonas também esta relacionada com a embriogénese somatica em plantas. A
monoubiquitinagdo de H2A se mostrou necessaria para a metilagdo da H3K27me3,
que atuam na regulacdo de genes que atuam na ES (YANG et al., 2013). Esses
resultados sugerem fortemente que a H2Aub pela PCR1 (H2AK119ub) inibi
diretamente a maquinaria transcricional, causando a compactacdo da cromatina
(YANG et al., 2013). Outro grupo de proteinas, como a VAL participam do
mecanismo de recrutamento da PRC1 para reprimir os genes envolvidos na
transi¢do da fase vegetativa para fase embriondria. Também foi observado que a
VALI interage com a histona HDA19 desacetilase reprimindo os mesmos genes.
Isso mostra que a proteina VAL atua como um elo entre a desacetilagdo de histonas
e a repressao mediada por PCR1 de genes reguladores da maturagdo de embrides
(FEHER, 2015; ZHOU et al., 2013).

4. MICRORNAS (MIRNAS)

Os miRNAs sdo pequenas moléculas reguladoras de RNAs ndo codificante,
de 19 a 24 nucleotideos (nt) de comprimento, que reconhecem principalmente os
locais de ligacdo complementares de seus mRNAs alvo, controlando um grande
numero de processos biologicos (SIDDIQUI et al., 2019). Os miRNAs podem
mediar a clivagem de mRNA e inibir a tradugdo no nivel transcricional ou pos-
transcricional em eucariotos (RHOADES et al., 2002; CHEN, 2008; SIDDIQUI
et al., 2019). Segundo Wojcik (2020), apenas uma fita guia do miRNA/miRNA
*duplex é carregada seletivamente no complexo de silenciamento induzido por
RNA (RISC) por meio da ligagdo com a proteina ARGONAUTE (AGO), enquanto
a fita passageira (miRNA *) ¢ degradada. A selecdo da fita guia ¢ dependente do
nucleotideo da extremidade 5 , que também ¢é importante na etapa de liga¢do do
AGO, e o modo de acdo do miRNA-RISC depende do grau de complementaridade

da sequéncia entre 0 miRNA e seu alvo, sendo que miR168 estd presente em
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todas as plantas e atua como um regulador de AGO1 (IKI et al., 2018). A via de
biogénese dos miRNAs (Figura 2) estd sob uma regulamentagdo estrita e muito
abrangente (GRABOWSKA et al., 2020) e um dos fatores que afetam a maquinaria
de biogénese do miRNA sio as proprias moléculas de miRNA (SZWEYKOWSKA-
KULINSKA & JARMOLOWSKI, 2018).

»
nucleus \ cytoplasm

\

S ” miRNA* B g
M‘;%. — \g_:’ ? egzonucleases

MIR

MIR promoter

Figura 2. Esquema de uma visdo geral da via de biogénese do microRNA
(miRNA) nas plantas. Pol II: RNA polimerase II dependente de DNA; MIR: gene
MIRNA; pri-miRNA: miRNA primario; pré-miRNA: Precursor-miRNA; DCLI:
semelhante a DICER1; HYL: FOLHAS DE HIPONASTIA1; SERRATE; HEN1:
HUA ENHANCERT1; 2°0O-CH3: grupo 2 ‘hidroxilo metilado; Apressado; AGO:
ARGONAUTE; RISC: Complexo Induzido por RNA; D-body: Dicing-body.
Fonte: WOICIK, 2020.

Pesquisas realizadas na tltima década tém demonstrado que os miRNAs
desempenham papéis cruciais durante a organogénese e embriogénese vegetal
(SIDDIQUI et al., 2019; WOICIK, 2020). Os miRNAs tendem a ter como
alvo os genes que codificam os principais reguladores de desenvolvimento,

entre os quais estdo muitos fatores de transcricdo como BABY BOOM (BBM),
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AGAMOUS-LIKE15 (AGL15), LEC2 e SERK, que sdo descritos como
extremamente importantes na via organogénica e embriogénica (WILLMAN et
al., 2011; YANG & ZHANG, 2010). Embora os miRNAs estejam envolvidos
em uma ampla gama de processos metabodlicos e fisiologicos em plantas, como
crescimento, desenvolvimento, regulacdo hormonal, diferenciagdo de o6rgaos,
splicing alternativo, acimulo de metabolitos secundarios e tolerancia a estresses
bioticos e abidticos, os papeis especificos dos miRNAs na organogénese e ES
ainda permanecem obscuros (SIDDIQUI et al., 2019; WOICIK, 2020).

A detec¢@o de miRNAs pode ser realizada através de varias técnicas, como
microarray, northern blot, real-time quantitative reverse transcription PCR
(qRT-PCR), high - throughput sequencing technology e degradome sequencing
(ZHANG et al., 2017). Entre estas técnicas, o qRT-PCR se destaca por ser mais
confiavel para a detecgdo de miRNAs em virtude da sua precisdo, sensibilidade,
especificidade e reprodutibilidade com custo relativamente baixo (LI et al., 2015;
CANDAR-CAKIR et al., 2016). Durante a tltima década, varios relatorios foram
publicados elucidando o papel dos miRNAs na ES. Esses relatorios nos fornecem
e proporcionam uma visdo sobre o papel de varios miRNAs que medeiam a
regulacdo da ES entre diferentes tipos de plantas, bem como a especificidade dos
miRNAs em termos de sua fun¢do e genes alvo, como pode ser observado na
Tabela 1 (SIDDIQUI et al., 2019). Por exemplo, a indug@o de embrides somaticos
¢ controlada por miR171¢ (LI et al., 2016), miR393 (WOICIK & GAJ, 2016) e
miR397 (Ll etal., 2016), enquanto miR171a/b (LI etal.,2016) e miR398 (LI et al.,
2013; LIN etal., 2015¢; LI et al., 2016) regulam a proliferacao pré-embrionaria. O
papel do miR156 varia desde a diferenciacao do calo embriogénico em Zea mays
até o desenvolvimento do embrido globular e cotiledonar em Gossypium hirsutum
e Larix leptolepsis, respectivamente (SIDDIQUI, 2019; ZHANG et al., 2012;
YANG et al., 2013; SHEN et al., 2013; LIN et al., 2015c). Além disso, miR167
(WU etal., 2011; LI et al., 2013; YANG et al., 2013; LIN et al., 2015¢c) e miR398
(LTetal.,2013; LIN et al., 2015¢; LI et al., 2016) também regulam a formagao de
embrides cotiledonares. Enquanto a superexpressao de miR166a inibe a formagao
de cotilédones (LI et al., 2016).
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miRNA Estagio do embriao Espécie Referéncia
Desenvolvimento do
embrido co_tiledonar. . Lin et al. 2015¢)
Desenvolvimento do Dimocarpus longan
. . . . Yang et al. (2013)
. embrido cotiledonar. Gossypium hirsutum
miR156 . . . Zhang et al.
Desenvolvimento do Larix leptolepis (2012)
embrido cotiledonar. Zea mays
. .. Shen et al. (2013)
Diferenciacdo de
calos embriogénicos.
miR162 Regula todo o processo da ES.  Larix leptolepis Lietal. (2013)
. Inibe a fq do d .
miR166a o :;ﬂ‘é’zzfgio ¢ Larix leptolepis Li et al. (2016)
Desenvolvimento do
embrido cotiledonar.
Desenvolvimento do Dimocarpus longan ~ Lin et al. (2015¢)
miR167 embrido cotiledonar. Gossypium hirsutum ~ Yang et al. (2013)
Desenvolvimento do Citrus sinensis Wu et al. (2011)
embrido cotiledonar. Larix leptolepis Lietal. (2013)
Desenvolvimento do
embrido cotiledonar.
miR168 Regula todo o processo da ES.  Larix leptolepis Lietal. (2016)
E funca O-
miR171a/b xeree ung:a‘o e{n m assas pro Larix leptolepis Lietal. (2016)
embriogénicas.
. At de induga .
miR171c Ha N0 processo Ce QUCA0 7 i leptolepis Lietal. (2016)
da ES.
. Induz a transigdo das células  Arabidopsis Wojcik & Gaj
miR393 (- L .
somaticas para embriogénicas.  thaliana (20106)
Modulagao da propagacio de
miR397 massas pro-embriogénicas e ;i Li et al. (2016)
transi¢do para a formagao de
embrido Ginico.
Formagdo do embrido
cotiledonar.
Proliferacdo de pré-embrido. Dimocarpus longan  Lin et al. (2015)c
miR398 Modulagdo da propagagdo de  Larix leptolepis Lietal. (2013)

massas pro-embriogénicas e
transi¢do para a formagao de
embrido Unico.

Larix leptolepis

Lietal. (2016)
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Além desses miRNAs mencionados anteriormente, outros miRNAs
sdo importantes na via embriogénica, por exemplo a expressdo do miR171,
miR159, miR169 e miR172 afeta a resposta embriogénica de Larix gmelini, uma
vez que esses miRNAs s3o especificos e direcionados a fatores de transcri¢ao
multifuncionais, nos quais participa do processo de transducao do sinal do acido
abscisico, no crescimento e desenvolvimento celular e na resposta adaptativa ao
estresse (ZHANG et al., 2010). Em Citrus sinensis (L.), Wu et al. (2011) mostraram
que miR156, miR168 e miR171 regulam os processos de desenvolvimento inicial
da ES e que os miR159, miR164, miR390 e miR397 regulam cooperativamente a
formagao do embrido globular. Além disso, os miR164, miR166 ¢ miR397 podem
regular as células que s@o incapazes de adquirir competéncia embriogénica. A
presenca de miRNAs ja foi reportado em diferentes estagios de desenvolvimento
embrionario em Dimocarpus longan (LIN & LAI, 2013; XU et al., 2020), Picea
abies (YAKOVLEV et al., 2010), Oryza sativa (CHEN et al., 2011), Vitis vinifera
(MICA et al., 2009), Gossypium hirsutum (JIN et al., 2014), Triticum aestivum
(CHU et al., 2016) e Lilium pumilum (ZHANG et al., 2017). Em D. longan, Lin
& Lai (2013) revelaram que alguns miRNAs foram expressos de maneira estavel
durante o desenvolvimento da ES e, posteriormente, a fun¢ao dos miR398, miR393,
miR 160 e miR390 foram verificados e analisados durante o estagio de maturacdo da
ES (LINetal., 2015a; LIN et al., 2015b; LAl et al., 2016). Estes autores revelaram
que a rede reguladora de miRNAs desempenha um papel importante na ES em
D. longan, e o desenvolvimento inicial do embrido somatico esta intimamente
associado a totipoténcia de calos embriogénicos diferenciados. Este achado foi
essencial para esclarecer os mecanismos moleculares em D. longan.

Em geral e conforme relatado anteriormente, os miRNAs previnem a
expressao precoce de fatores de transcrigdo que promovem a diferenciagdo durante
a embriogénese inicial (NODINE & BARTEL, 2010). Existem varios genes de
miRNA que alteram varios processos biologicos e moleculares, tornando alvos de
miRNA especificos, incluindo fatores de transcri¢do importantes, conforme ja foi
relatado por Wang et al. (2018). O papel dos miRNAs no desenvolvimento das
plantas oferece varias implica¢des potenciais na regulagdo da sinalizagdo celular
e nas vias fisiologicas e metabolicas (SIDDIQUI et al., 2019). As descobertas

recentes melhoram nossa compreensao do intrincado mecanismo de regulagdo da
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ES mediada por miRNA. Os miRNAs sdo indispensaveis na regulagdo de diversos
processos bioldgicos e metabolicos (WOJCIK, 2020). Embora haja uma grande
variedade de miRNAs em diferentes familias de plantas, muitos deles sao comuns
e servem a uma causa comum no sistema vegetal. No entanto, considerando um
unico processo como a ES, os miRNAs medeiam a regulacdo dessa via morfogénica
em varios grupos de plantas e a filiagao, funcao e genes alvo dos miRNAs podem

apresentar especificidade distintas.
5. CONSIDERACOES FINAIS

A embriogénese somatica ¢ uma importante via de desenvolvimento e
regeneragdo de plantas, com consideravel interesse e aplicacdo biotecnologica.
E como relatado, durante este complexo desenvolvimento, as células t€ém que se
desdiferenciar e reprogramar seus padroes de expressao génica em diferentes niveis
(YANG & ZHANG, 2010). Durante a embriogénese somatica em plantas, regulagdo
de mecanismos epigenéticos (metilagdo de DNA, modificacdo das histonas e
microRNAs) regulam a expressao génica. As condi¢cdes embriogénicas podem ser
reprogramadas por meio do silenciamento ou ativacao de genes envolvidos na ES
por mecanismos epigenéticos, entre eles a metilacdo do DNA, as modificacdes de
histonas e os miRNAs. A maioria dos genes que estdo ativados durante o estagio
vegetativo das plantas, passam a ser suprimidos no estagio de desdiferenciacao
celular e alguns dos genes especificos da inducgao da ES passam a serem expressos
neste estagio de desdiferenciagdo celular, permitindo o desenvolvimento de plantas
via ES (FEHER, 2015; MAHDAVI-DARVARI et al., 2015).

Portanto estudos neste sentido sdo extremamente validos e necessarios, pois
podem ser utilizados no desenvolvimento de marcadores para diferenciar células
nao-embriogénicas de embriogénicas. E num futuro proximo, a metilagdo regulada
do DNA e/ou a modificacdo regulada de histonas e/ou os miRNAs servirdo como
uma ferramenta biotecnoldgica essencial para aumentar a quantidade e melhorar
a qualidade das plantas regeneradas via ES. Sendo estas descobertas muito Uteis
na tecnologia de biofabricas de plantas para producdo em massa de proteinas,
vacinas e outros peptideos biologicamente ativos a partir da produgdo de calos

embriogénicos e embrides somaticos.
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Capitulo 08

EMBRIOGENESE SOMATICA: ASPECTOS
GERAIS E REGULACAO

Adeilson Frias Dornela
Luana Walquiria dos Santos
Mariana Cansian Sattler
Wellington Ronildo Clarindo

1. INTRODUCAO

A Embriogénese Somatica (ES) ¢ o processo pelo qual células somaticas, sob
determinadas condigoes de indugdo, desenvolvem-se em embrides somaticos, por
meio de uma série de mudangas fisiologicas e morfologicas (QUIROZ-FIGUEROA
et al., 2006). A via morfogénica da ES pode ser influenciada por diversos fatores,
como as condigdes in vitro e os aspectos genéticos e epigenéticos das células
do explante (FEHER, 2015). Os reguladores de crescimento, em especial, sdo
essenciais para o controle do desenvolvimento e crescimento da planta, participando
da sinalizagdo e inducdo de respostas fisiologicas (VONDRAKOVA et al., 2016).
Auxinas, citocininas e cido abscisico sdo os principais reguladores de crescimento
adicionados aos meios de cultura durante a ES. Em virtude do seu papel na regulagdo
do ciclo celular e diferenciacdo celular, as auxinas sdo amplamente utilizadas para
induzir a ES (FEHER et al., 2003; ESTRELLA-MALDONADO et al., 2018).
Dentre as auxinas, o acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) é o regulador de
crescimento sintético mais utilizado, resultando no aumento dos niveis de auxina
endogena e, com isso, desencadeando um gradiente hormonal adequado para
induzir a ES (SHARMA et al., 2007; NIC-CAN & LOYOLA-VARGAS, 2016).
As citocininas, na maioria das vezes, atuam em conjunto com as auxinas para
estimular a divisdo celular (FRANCIS & SORRELL, 2001). Estudos apontam
que para algumas espécies somente a aplicacdo exdgena de citocininas ao meio
de cultura ¢ suficiente para induzir o processo embriogénico (CUEVA-AGILA et
al., 2016; SIVANESAN & JEONG, 2016). O acido abscisico ¢ outro regulador
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de crescimento crucial para o processo de ES, atuando principalmente durante a
fase de maturagdo do embrido e aumentando a tolerancia da planta a diferentes
condi¢des adversas (KERMODE, 2005; RAI et al., 2011; VONDRAKOVA et al.,
2016).

Além dos reguladores de crescimento, diversas proteinas extracelulares
podem atuar na regulagdao da ES (GAVISH et al., 1992; VON ARNOLD et al.,
2002; JOSHI & KUMAR, 2013; VIKRANT, 2018) como por exemplo as proteinas
arabinogalactanas (AGPs) e as proteinas abundantes na embriogénese tardia (LEA).
As AGPs sdo essenciais para promover a ES em diversas espécies (STACEY et
al., 1990; LETARTE et al., 2006). As proteinas LEA atuam fortemente nas fases
finais da ES, promovendo a maturacdo do embrido somatico, além de auxiliarem
na protecao celular contra diferentes situagdes de estresse (KUMARAVEL et al.,
2020).

Neste capitulo serd realizada uma breve abordagem tedrica acerca dos
aspectos gerais da ES, relacionado principalmente com a atividade de alguns
genes que participam desse processo, assim como o efeito dos reguladores de
crescimento e a influéncia de proteinas extracelulares que podem atuar como

potencial biomarcador dessa via de desenvolvimento vegetal in vitro.
2. EMBRIOGENESE SOMATICA

ES ¢ o processo pelo qual células somaticas se desenvolvem em estruturas
bipolares, semelhantes a embrides zigoéticos, com a presenca dos estigios
embriondrios caracteristicos, porém, sem fusdo dos nucleos reprodutivos
masculino e feminino e sem conexao vascular com o tecido original (WILLIANS
& MAHESWARAN, 1986; JIMENEZ, 2001). Ela ocorre naturalmente em uma
ampla diversidade de espécies ou pode ser induzida in vitro (WILLIANS &
MAHESWARAN, 1986).

A capacidade de uma tnica célula somatica vegetal, ou um conjunto destas,
de formar embrides somaticos com capacidade de regenerar plantas inteiras €
denominada totipoténcia e foi inicialmente hipotetizada e estudada in vitro por
Haberlandt em 1902 (FEHER, 2019). Haberlandt se baseou na teoria celular dos

pesquisadores Schleiden (1838) e Schwann (1839), que afirmava que os organismos

230



PPGGM

eram formados por células individuais com capacidade para crescer e se dividir
de forma independente (SCHLEIDEN, 1838; SCHWANN, 1839; HORSTMAN et
al., 2017). E em 1958, Steward et al. e Reinert, trabalhando com Daucus carota,
conseguiram pela primeira vez obter embrides somaticos (STEWARD et al., 1958;
REINERT, 1958). A partir de entdo, a ES in vitro tem sido realizada em diversas
espécies e para diferentes finalidades (HORSTMAN et al., 2017).

As condigdes para induc@o da ES decorrem, inicialmente, da desdiferenciagao
das células somaticas, seguida ou concomitante com a obtenc¢do da capacidade
totipotente. Na fase totipotente, as células conseguem identificar sinais que levam
a embriogénese, e, envolvidas com o processo, prosseguem o seu desenvolvimento
conforme condigdes in vitro (FEHER, 2015). Desta forma, a ES pode ser dividida
em duas fases: inducdo e expressdo. A primeira fase de inducdo ¢ marcada por
mudancas na expressdo génica, e, por conseguinte, no metabolismo celular
(CAMPOS et al., 2017). Na fase de indugdo, as células somaticas diferenciadas
do explante adquirem caracteristicas embriogénicas e se proliferam de maneira
semelhante em relacdo as células dos meristemas vegetativos da planta. Ja a
segunda fase, fase de expressdo, estd associada a propria expressdao do embrido
somatico (JIMENEZ, 2001; ALMEIDA et al., 2008).

A ES pode ser conduzida por duas vias. Na via indireta ha a formagéo de
uma fase intermediaria de calo, uma massa celular em estado de desdiferenciacao.
Na via direta, os embrides se originam diretamente do explante, que pode ser
fragmento de folha, inflorescéncia, hipocétilo, apice caulinar e embrides zigoticos
(IKEUCHI et al., 2013; HORSTMAN et al., 2017).

O conhecimento acerca de como a ES se desenvolve e arazao de estar limitada
a determinados gendtipos, explantes e células, ainda ndo esta bem elucidado
(FEHER, 2015). Entretanto, sabe-se que varios fatores podem levar a indugao
da ES in vitro, como o estresse (calor, frio, pH, radiagdo ultravioleta, deficiéncia
hidrica, choque osmotico, DE-LA-PENA et al., 2015; LOYOLA-VARGAS, 2016)
e elevadas concentracdes de reguladores de crescimento principalmente auxinas
e citocininas (FEHER, 2015; CAMPOS et al., 2017), cuja propor¢io/relagio
determinam qual via morfogénica o tecido cultivado ira seguir (FEHER, 2019).
Todavia, outros reguladores de crescimento também vém sendo reportados, como
o 4cido abscisico (ABA) (JIMENEZ, 2005).
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Esses reguladores de crescimento modulam a expressdo génica das células
somaticas e induzem a expressdo de um conjunto distinto de genes, que por sua
vez, irdo regular as mudancas de um estagio de desenvolvimento para o outro,
levando & formagio e o desenvolvimento dos embrides somaticos (MENDEZ-
HERNANDEZ et al., 2019; GULZAR et al., 2020).

3. REGULADORES DE CRESCIMENTO E FAMILIAS DE PROTEINAS
EXTRACELULARES NA EMBRIOGENESE SOMATICA

3.1. Reguladores de Crescimento

Os reguladores de crescimento vegetais desempenham papel fundamental no
controle do desenvolvimento e crescimento das plantas. Esses compostos participam
da transducdo de sinal entre células, tecidos e 6rgaos da planta, reconhecendo
receptores especificos e induzindo respostas fisiologicas (VONDRAKOVA et al.,
2016). Nesse item, apresentaremos uma breve abordagem sobre trés grupos de
reguladores de crescimento que sdo fundamentais no processo de ES: auxinas,
citocininas e acido abscisico.

As auxinas sdo os principais reguladores de crescimento que atuam na
indugdo da ES em virtude do seu papel crucial na regulag@o do ciclo celular e na
diferenciacdo celular (FEHER et al., 2003; ESTRELLA-MALDONADO et al.,
2018). Assim, os explantes sdo comumente inoculados em meio de cultura contendo
auxinas para induzir a formacao de massas pré-embriogénicas e, posteriormente,
a concentragdo deste regulador de crescimento no meio de cultura ¢ reduzida ou
removida para estimular o desenvolvimento dos embrides sométicos (JIMENEZ,
2005). Dentre as auxinas mais usadas na cultura de tecidos vegetais destacam-se
o acido indol-3-acético (AIA) de origem natural, e as auxinas sintéticas como
o acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), o acido 1-naftalenoacético (ANA) e o
acido 3-indolbutirico (AIB) (KAMADA & HARADA, 1979; BECWAR et al.,
1989; MICHALCZUK et al., 1992; FILIPPOV et al., 2006; TANG et al., 2020).
O emprego do 2,4-D no meio de cultura proporciona o melhor desempenho na
inducdo da ES em diferentes espécies vegetais (NIC-CAN & LOYOLA-VARGAS,
2016). Conforme Michalczuk et al. (1992) e Sharma et al. (2007), 0 2,4-D promove
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o aumento do nivel de auxina enddgena nos explantes, estimulando a divisdo
celular e proporcionando o estabelecimento de um gradiente hormonal adequado
para a inducao da ES. Embora o 2,4-D atue na formagdo dos embrides somaticos,
ele também ¢ um indutor de estresse e por este motivo a sua remog¢ao € necessaria
para que as etapas seguintes do desenvolvimento do embrido possam acontecer
(HORSTMAN et al., 2017; GARCIA et al., 2019).

Nas plantas, a auxina pode ser transportada para locais distantes dos tecidos
de origem por meio do floema, e pode ser distribuida de célula a célula por meio do
transporte polar de auxinas (PETRASEK & FRIML, 2009; GOUVEA et al., 2019).
Petrasek & Friml (2009) sugeriram que em Arabidopsis thaliana o transporte de
auxinas para os tecidos absorventes ¢ mediado por transportadores de influxo de
auxinas, identificados como AUX1/LIKE AUX1 (AUX1/LAX) que sao proteinas
transmembrana e por transportadores de efluxo de auxinas identificados como
proteinas PINs. Além disso, essas familias de proteinas participam da formagao do
gradiente de auxinas (TVOROGOVA et al., 2015). Em Carica papaya, Estrella-
Maldonado et al. (2018) mostraram que houve um aumento na expressao dos
genes que participam do transporte de influxo de auxinas (CpAUXI, CpLAX,
CpLAX2 e CpLAX3) conforme o processo de ES se da. Entretanto, dentre os
genes do transporte de efluxo de auxinas, apenas CpPINI, CpPIN3 e CpPIN4
exibiram aumento na expressdo a medida que o embrido somatico se desenvolve.
Portanto, o aumento do nivel de auxina endogena e o transporte polar de auxinas
s80 extremamente importantes para o sucesso do processo de indug@o de embrides
somaticos (TANG et al., 2020).

Além das auxinas, as citocininas t€ém grande impacto na determinacdo do
processo de ES, uma vez que quando adicionadas ao meio de cultura estimulam a
divisdo celular (FRANCIS & SORRELL, 2001). Porém, o efeito desse regulador
de crescimento na ES ¢ variavel (BERNULA et al., 2020). Em diversos sistemas,
a inducdo de embrides somaticos é mediada pela combinagdo de auxinas e
citocininas no meio de indugdo (GAJ, 2004). No entanto, para algumas espécies
vegetais apenas a adicao de citocininas como regulador de crescimento no meio
de cultura ¢ suficiente para estimular a formacao de embrides somaticos (CUEVA-
AGILA et al., 2016; SIVANESAN & JEONG, 2016). Dentre as citocininas mais

utilizadas nos protocolos de inducdo de ES destacam-se: 6-benzilaminopurina
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(BAP), tidiazuron (TDZ) e 2-isopenteniladenina (2-iP) (SIVANESAN & JEONG,
2016).

Jones et al. (2010) apontaram que as citocininas sao fundamentais para elevar
os niveis de auxina endogena durante o desenvolvimento dos tecidos da raiz e da
parte aérea em A. thaliana, sugerindo que existe um mecanismo de sinaliza¢do
que regula os niveis de auxina e citocininas no desenvolvimento da planta. Em
virtude disso, Méndez-Hernandez et al. (2019) indicaram que um mecanismo de
sinalizag¢@o semelhante pode estar atuando durante a indugo da ES.

Além das auxinas e citocininas, o acido abscisico ¢ um importante regulador
de crescimento que atua em varios processos de desenvolvimento da planta, assim
como em resposta a alguma condigio de estresse (VONDRAKOVA et al., 2016). A
fase de maturacdo ¢ um dos estagios cruciais da ES. O dcido abscisico e a sacarose
sao fundamentais nesse momento, promovendo o acimulo de compostos de reserva,
como proteinas, lipideos e carboidratos (MISRA, 1994; VON ADERKAS et al.,
2002; KERMODE, 2005; HAZUBSKA-PRZYBYL et al., 2016). Além disso, esse
regulador de crescimento aumenta a tolerancia a dessecag@o e inibe a germinagao
precoce (KERMODE, 2005; RAI et al., 2011). Em diversas espécies vegetais o
acido abscisico pode inibir a indu¢do da ES (RAI et al., 2011). Todavia, Nishiwaki
et al. (2000) relataram a formagdo de embrides somaticos de Daucus carota L.
em meio de cultura composto apenas com acido abscisico como regulador de
crescimento. De acordo com Rai et al. (2011) a explicagdo para esse fato é que
a aplicacdo exdgena de acido abscisico no meio de cultura pode aumentar os
niveis de auxina endogena do explante e, consequentemente, induzir a formagao

de embrides somaticos.
3.2. Proteinas da Matriz Extracelular

O processo de ES é complexo e dependente de varios compostos e/ou
macromoléculas organicas reguladores que sdo secretados no meio de cultura
(VIKRANT, 2018). Estudos tém apontado que proteinas podem influenciar
no desenvolvimento da ES, induzindo ou inibindo a resposta embriogénica
(GAVISH et al., 1992; VON ARNOLD et al., 2002; JOSHI & KUMAR, 2013;
VIKRANT, 2018). Aqui, reportaremos duas familias de proteinas extracelulares

234



PPGGM

que s3o potenciais marcadores da ES: proteinas arabinogalactanas (AGPs —
Arabinogalactan proteins) e proteinas abundantes na embriogénese tardia (LEA
— late embryogenesis abundant).

As proteinas arabinogalactanas consistem em um grupo de macromoléculas
importantes para o desenvolvimento do embrido somatico (VON ARNOLD et
al., 2002). Esses polipeptideos sdo comumente encontrados em diferentes locais
da célula, como matriz celular e parede celular (MAJEWSKA-SAWKA &
NOTHNAGEL, 2000). As AGPs s@o constituidas por cerca de 90% de carboidratos,
principalmente arabinose e galactose, e por um esqueleto de proteina rico em
hidroxiprolina, prolina, treonina, serina e alanina (DU et al., 1996; MAJEW SKA -
SAWKA & NOTHNAGEL, 2000). Umas das grandes caracteristicas dessa familia
de proteinas ¢é a capacidade de promover a ES em diversas espécies vegetais, como
Daucus carota L. (STACEY et al., 1990) e Triticum aestivum L. (LETARTE et
al., 2006). Além disso, alguns trabalhos mostraram que a adi¢cao de AGPs ao meio
de cultura favorece o aumento da resposta embriogénica em diversas espécies,
enquanto a remog¢ao dessa substancia pode promover a diminui¢do da capacidade
de formagdo de embrides (KREUGER & VAN HOLST, 1993; VAN HENGEL et
al., 2001).

Outro grupo de proteinas que sdo expressas no processo de ES sdo as
proteinas abundantes na embriogénese tardia. As proteinas LEA s3o amplamente
encontradas nas fases finais da ES e quando a planta esta sob condigdes de estresse
hidrico (HUNDERTMARK & HINCHA, 2008; MAGWANGA et al., 2018). Esses
polipeptideos pertencem a um grupo de proteinas hidrofilicas ricas em glicina
amplamente presentes em diferentes espécies vegetais (AMARA et al., 2014).
As proteinas LEA, em conjunto com outros polipeptideos, auxiliam na protegao
celular contra diferentes estresses abidticos, promovendo a maturacao do embrido
somatico (KUMARAVEL et al., 2020). Estudos apontam que os genes que
codificam essas proteinas podem ser expressos em resposta a diversos fatores,
como o aumento dos niveis de acido abscisico, condi¢des de frio, seca e altas
concentragdes salinas (SKRIVER & MUNDY, 1990; BRAY, 1994; WANG et al.,
2003). Liang et al. (2013) mostraram que a proteina LEA apresentou resultados
positivos na tolerancia a seca e ao estresse salino em plantas transgénicas de 4.

thaliana.
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4. FATORES DE TRANSCRICAO ENVOLVIDOS NA REGULACAO
DA EMBRIOGENESE SOMATICA

A reprogramacao das células diferenciadas de um explante para aquisi¢do
de competéncia embriogénica requer a acdo coordenada de diferentes vias de
sinalizag@o. Tais vias integram a regulacdo ao nivel genético, epigenético e hormonal,
desencadeando o “gatilho” que inicia o processo embriogénico (GULZAR et al.,
2020). De modo geral, a exposi¢ao dos explantes as auxinas exdgenas, como o 2,4-
D, ou outros tipos de estresse, € necessaria para induzir a expressao de diferentes
genes que regulam a transi¢io de cada etapa da ES (FEHER, 2015; HORTSMAN
et al., 2017). Em virtude do seu carater multifatorial, a identificacdo dos genes
envolvidos na ES e o entendimento de como as vias de sinalizag@o se convergem ¢é
um dos maiores desafios da biologia vegetal. No entanto, a combinagao de analises
experimentais e comparativas entre transcriptomas, principalmente os provenientes
de estudos com embrides zigbticos, tem possibilitado identificar diferentes genes
candidatos associados a ES (MENDEZ-HERNANDEZ et al., 2019).

Embora os mecanismos envolvidos na reprogramagao da expressio génica
ainda ndo sejam totalmente compreendidos, varios genes candidatos foram
associados a expressdo da totipoténcia celular, incluindo genes envolvidos na
transcri¢ao, transducao de sinal, modifica¢ao pds-tradugao, fosforilagdo de proteinas,
resposta a PGR, reparo de DNA e metilacdo. O comprometimento das células com
a embriogénese, por sua vez, ¢ dependente de genes envolvidos na transdugio de
sinal, sinaliza¢do mediada por hormonios, organizagdo de microtiibulos, metilagdo
de DNA, regulagdo da transcri¢ao e apoptose (WINKELMAN, 2016). Dentre os
fatores de transcri¢do encontrados durante a indugdo de ES, destacam-se: BABY
BOOM (BBM) (FLOREZ et al., 2015), LEAFY COTYLEDON (LEC) (IWASE
et al., 2015), SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR LIKE KINASE (SERK)
(PEREZ-PASCUAL et al., 2018) e WUSCHEL (WUS) (XIAO et al., 2018).

4.1. SERK — Somatic Embryogenesis Receptor-Like Kinase

O gene SERK codifica um fator de transcricdo envolvido na aquisi¢do

de competéncia embriogénica. Inicialmente, o gene SERK foi isolado a partir
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de suspensdes celulares de Daucus carota L. estabelecidas in vitro a partir de
hipocétilos, sendo chamado DcSERK. O aumento na expressao do gene SERK
foi detectado em uma subpopulagdo de células com vacuolos aumentados nos
primeiros dias de cultivo das suspensdes celulares na presenga de 2,4-D, cessando
apos o estagio globular do embrido somatico (SCHMIDT et al., 1997). Esse
padrao de expressao também ja foi observado nos embrides zigoticos de D. carota,
enfatizando a similaridade molecular entre as vias de ES e zigdtica (KARAMI et
al., 2009).

O produto da expressdo do gene SERK ¢ uma proteina transmembrana da
superfamilia dos receptores quinase ricos em leucina (leucine-rich repeat receptor
like kinase — LRR-RLK). A estrutura da proteina inclui um peptideo sinal, um
ziper de leucina, um dominio extracelular com repeti¢des ricas em leucina (LRR),
um dominio Serina-Prolina-Prolina (SPP), um dominio transmembrana (TM),
um dominio quinase intracelular e a por¢io C-terminal (PEREZ-NUNEZ, et al.,
2009). Sua ativacdo ocorre pela interagdo com um ligante por meio do dominio
LRR, desencadeando uma cascata de sinalizag@o que altera a expressao génica por
remodelamento da cromatina (ZHANG et al., 2016). Em A. thaliana, o produto
do gene AtSERKI tem atividade quinase intrinseca, € sua ativagcdo envolve
autofosforilagdo do residuo de treonina 468. A proteina SERK traduz o sinal da
superficie da membrana para o seu centro ativo, e regula as proteinas subsequentes
por meio de fosforilagcdes (SHAH et al., 2001).

O aumento da expressdo do gene SERK durante o processo embriogénico
tem sido detectado em diversas espécies de plantas, incluindo Zea mays L.
(BAUDINO et al., 2001), Triticum aestivum L. (SINGH & KHURANA, 2017)
e Coffea canephora Pierre ex A. Froehner (PEREZ-PASCUAL et al., 2018).
Evidéncias da participagdo do gene SERK na indugdo da ES tém sido observadas
principalmente em andlises de expressdo génica. Em A. thaliana, por exemplo,
SERKI ¢ altamente expresso durante a formagdo das células embriogénica in
vitro até o estagio cordiforme do embrido somatico. A partir desse momento, sua
expressao ndo € mais detectada no embrido somatico. Embora a superexpressao
do gene AtSERKI ndo tenha resultado em nenhuma alteracdo no fenotipo das
plantas transformadas, um aumento de 3 a 4 vezes na eficiéncia de iniciagdo da

ES foi observado. Isso indica que o gene SERK/ atua conferindo competéncia
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embriogénica para células somaticas em cultivo in vitro (HECHT et al., 2001).
Na espécie T. aestivum, os genes da familia SERK também sdo superexpressos
e também exibem expressao diferencial em resposta a diferentes reguladores de
crescimento. SERK2 e SERK3, por exemplo, desencadeiam cascatas de sinalizagado
em resposta a auxinas, enquanto SERK/ e SERK5 provavelmente estdo envolvidos
na sinalizacao em resposta a brassinosteroides (SINGH & KHURANA, 2017).

4.2. LEC — Leafy Cotyledon

Outros membros importantes das vias de regulacdo da ES e do
desenvolvimento de embrides somaticos e zigdticos sdo os fatores de transcrigdo
da familia LEC. Na embriogénese zigotica, o gene LECI tem um papel central,
atuando no controle de diversos processos durante o desenvolvimento da semente,
incluindo a morfogénese, maturacao e germinag¢ao do embrido (TVOROGOVA &
LUTOVA, 2018). Além disso, o gene LEC também esta envolvido na fotossintese,
biogénese de cloroplastos (PELLETIER et al., 2017) e na biossintese de giberelinas
(CURABA et al., 2004) durante o desenvolvimento da semente. A rede de genes
regulados pelo LECI mostrou ser altamente conservada em duas espécies de
dicotiledoneas que divergiram a cerca de 92 milhdes de anos, 4. thaliana e Glycine
max (L.) Merr. (PELLETIER et al., 2017).

O grupo de genes LEC inclui os fatores de transcricdo LECI, LEC2 ¢
FUSCA3 (FUS3). Uma caracteristica marcante desses genes ¢ que eles atuam
tanto durante os estagios iniciais quanto nos estagios tardios da embriogénese
(HARADA, 2001). O gene LEC! codifica a subunidade HAP3 (heme-activated
proteins 3) de um fator de transcri¢do nuclear de ligagdo a CCAAT box chamado
NF-Y (nuclear factor of the Y 9 box/CCAAT binding factor). Por outro lado, os
genes LEC2 e FUS3 codificam fatores de transcricdo que possuem um dominio
B3 de ligagdo ao DNA que ¢ encontrado apenas em plantas (NOWAK & GAJ,
2016). Esses fatores de transcri¢do, em conjunto, fazem parte de uma rede maior
de interagdes entre proteinas chamada LAFL — LECI, acido abscisico, FUS3 e
LEC2 — que regulam a identidade e maturacdo do embrido, sendo LEC2 o mais
bem estudado (HORSTMAN et al., 2017).

Em A. thaliana, mutagdes de perda de funcao para qualquer um dos trés
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genes LEC resultam em pouca ou nenhuma resposta embriogénica durante
a indu¢do da ES, afetando a manutengdo do estado embriogénico e também a
especificagdo da identidade dos cotilédones (GAJ et al., 2005). Por outro lado, a
expressao ectopica de LECI e LEC?2 induz a formagdo espontanea de embrides
somaticos em cotilédones e folhas de plantulas da mesma espécie, sugerindo que
tais genes desempenham papel central na atribuicao de competéncia embriogénica
as células somaticas (LOTAN et al., 1998; STONE et al., 2001). Stone et al. (2001)
demonstraram também que diversos genes de enzimas envolvidas na biossintese
de auxinas durante a ES de A. thaliana sao ativadas dentro de uma hora apds a
induc¢do da atividade de LEC?2. Desse modo, sua capacidade de induzir a ES em
tecidos vegetativos estd associada, em parte, a0 aumento na inducao da biossintese
de auxinas endogenas (STONE et al., 2001).

A superexpressdo de LEC2 em A. thaliana é capaz de induzir a ES em meio
de cultura livre de auxinas, o que foi evidenciado pelo aumento significativo no
conteudo enddgeno de AIA. (WOJCIKOWSKA et al., 2013). Um dos grupos de
genes cuja expressdo ¢ estimulada por LEC?2 durante a ES é o dos genes YUCCA
(YUC), que codificam enzimas flavina monooxigenase com participacao central na
via de biossintese de auxinas (STONE et al., 2008). Acredita-se que os genes YUC
possam ser alvos diretos da agdo de LEC2, porém analises experimentais ainda sdo
necessarias para esclarecer o mecanismo de interagdo entre LEC2 e YUC durante
o processo da ES (NOWAK & GAJ, 2016).

Além de regular a biossintese, LEC2 regula a sinalizacdo mediada por
auxinas. A expressdo ectopica do mesmo em plantulas de 4. thaliana induz a
ativagdo de componentes chave da via de resposta a auxina. Dentre eles estdo
os genes da familia Aux/IAA (IAA1, [AA17, IAA30 e IAA31), que codificam
proteinas nucleares que atuam nos estagios iniciais da via (STONE et al., 2008).
Além do aumento no nivel de auxinas, a superexpressdo de LEC2 também
promove mudangas consideraveis no acimulo de citocinina, acidos abscisico e
salicilico, etileno e giberelinas, por meio da inducdo da expressao de genes que
codificam proteinas como: MES9 (methylesterase9) e MES12 (WOJCIKOWSKA
& GAJ, 2015), ERF022 (ethylene-responsive transcription factor — NOWAK;
WOJCIKOWSKA; GAJ, 2015) e AGLIS5 (agamous-like MADS-box protein
AGLI15 — WANG et al., 2004). LEC também estd associado ao metabolismo de
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auxinas, interagindo com genes YUC, Aux/IAA e outros associados ao metabolismo
de horménios, como 4cidos abscisico e jasmonico, e de carboidratos (JUNKER &
BAUMLEIN, 2012). Em contraste com LECI e LEC2, a superexpressio de FUS3
nao ¢ capaz de induzir a ES e A4. thaliana, embora também ative a expressao de
varios dos genes mencionados acima (NOWAK & GAJ, 2016).

4.3. BBM — Baby Boom

Outro regulador chave da totipoténcia celular em plantas ¢ o BBM. O gene
BBM foi isolado inicialmente a partir de culturas de microsporos de Brassica
napus L. e codifica um fator de transcri¢do da familia APETALA2/ETHYLENE
RESPONSE FACTOR (AP2/ERF), o qual se liga a uma sequéncia de DNA
envolvida na resposta ao etileno, o0 GCC box (KIM et al., 2006). A familia 4P2/
ERF ¢ uma das maiores familias de fatores de transcri¢do em A. thaliana, com
cerca de 150 genes diferencialmente expressos. Existem 5 subfamilias que diferem
em relacdo ao nimero de dominios AP2/ERF e ao nivel de similaridade de suas
sequéncias (SAKUMA et al., 2002).

Dentre os genes alvo de BBM durante a inducao da ES em A. thaliana estdo
aqueles relacionados as vias de biossintese (YUC3,8, TAA1), transporte (PIN1,4)
e sinalizagdo (ARF2, 10, 14A2, 7, 28) de auxinas (NOWAK & GAJ, 2016). Além
disso, ensaios de imunoprecipitacao da cromatina associados ao sequenciamento
de nova geragdo (ChlP-seq) evidenciaram que BBM se liga diretamente aos
promotores dos genes LAFL, mencionados no item 4.2, os quais possuem papel
importante no desenvolvimento dos embrides somaticos, conectando as vias
de regulagdo mediadas por BBM e LEC. Além disso, BBM também se liga ao
promotor do fator de transcri¢do tipo MADS-box AGL15, envolvido no aumento
da resposta embriogénica in vitro (HORSTMAN, 2015).

A caracteristica particular das proteinas BBM ¢é a presenga de um motivo
bbm-1 conservado (GLSMIKTW), que esta ausente nas outras proteinas da
familia (BILICHAK et al., 2018). A superexpressdo de BBM também possibilita
induzir a ES mesmo sem reguladores de crescimento, por meio da ativagdo de uma
complexa rede de desenvolvimento associada ao crescimento e proliferacao celular
(PASSARINHO et al., 2008). Nas espécies A. thaliana e B. napus, a expressao
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espago-temporal de BBM muda ao longo dos estagios iniciais da embriogénese
(KULINSKA-LUKASZEK et al., 2012) e sua expressao ectopica potencializa a
proliferacao de embrides somaticos, sendo suficiente para induzir a ES espontanea
(FLOREZ et al., 2015). Durante o processo de ES, a expressdo de BBM pode
ser varidvel mesmo entre espécies proximas. No género Coffea, por exemplo, a
expressao de genes BBM ocorre desde o estagio de calos embriogénicos, exibindo
um aumento em suspensdes celulares embriogénicas de C. arabica (SILVA et al.,
2015). No entanto, para C. canephora, a expressdo de BBM1 s6 foi observada
ap6s a inducdo dos embrides sométicos (NIC-CAN et al., 2013; MENDEZ-
HERNANDEZ et al., 2019).

4.4. WUS — Wuschel

Os genes WOX sdo uma familia de genes que codificam polipeptideos que
consistem em um dos maiores grupos de fatores de transcri¢do, sendo tnicos das
plantas e pertencentes a superfamilia dos genes homeobox. Genes homeobox
codificam proteinas capazes de formar um homeodominio altamente conservado
de ligagdo ao DNA, com atividade central na regulagdo do desenvolvimento
embrionario eucariotico. Nas plantas, as proteinas WOX estdo envolvidas na
regulacdo promocdo da divisdo celular e/ou prevengdo da diferenciacdo celular
prematura. Uma vez que sdo fatores de transcri¢do, elas regulam esses processos
reprimindo ou ativando seus alvos, dependendo do tipo celular e estagio de
desenvolvimento. Quinze membros da familia de genes WOX ja foram identificados
no genoma de A4. thaliana (WUS e WOXI-14). No entanto, poucos foram
caracterizados em detalhe, sendo o gene WUS o mais estudado entre eles (NOWAK
& GAJ, 2016). Esse gene, que codifica a proteina WUSCHEL, foi identificado
inicialmente como um regulador da formacao e manuten¢ao do meristema apical
caulinar (SAM — shoot apical meristem). Além do dominio homeobox conservado,
WUS contém uma regido C-terminal, também conservada, com trés dominios
funcionais: um dominio acidico, um WUS-box (TLPLFPMH), e um motivo EAR
(ethylene-responsive element binding factor-associated amphiphilic repression
motif) (IKEDA et al., 2009).

A atuacdo de WUS na regulacao do crescimento do meristema apical do
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caule (SAM — shoot apical meristem) ¢ bem conhecida. Uma das caracteristicas
marcantes da proteina WUS ¢é sua capacidade de se mover de um tecido para o
outro. O sitio de biossintese de WUS ¢ a zona central do SAM. Posteriormente,
WUS migra para as camadas de células-filhas presentes na zona periférica, onde
se liga ao promotor do gene CLAVATA3 (CVL3) e ativa a expressdo da proteina
CVL3 que, por sua vez, ¢ um regulador negativo de WUS (YADAV et al., 2011).
Desse modo, WUS nao apenas especifica o destino das células-tronco da zona
central, mas também ativa seu proprio regulador negativo, gerando um sistema de
retroalimentacdo WUS-CVL que possibilita a manuten¢do do nimero constante de
células-tronco na zona central e, consequentemente, do tamanho do SAM (ZHANG
et al., 2017). Como resultado deste controle da expressdo génica, o gene WUS é
considerado essencial tanto para a embriogénese zigdtica, como para a indu¢do da
ES in vitro (XIAO et al., 2018).

O papel do WUS na promocao da embriogénese foi descoberto durante a
inducdo da ES de A. thaliana, onde a superexpressdo de WUS foi suficiente para
induzir o aumento na formagdo dos embrides sem a adi¢do de reguladores de
crescimento (ZUO et al., 2002). Além disso, o aumento na transcri¢do do gene
WUS endogeno ja foi observado durante a inducao da ES em diferentes espécies,
como C. canephora (ARROYO-HERRERA et al., 2008) ¢ G. hirsutum (ZHENG
et al., 2014). Na espécie C. canephora, a superexpressao do WUS resultou em um
aumento de 400% na producao de embrides somaticos (ARROYO-HERRERA et
al., 2008). A expressdo ectopica de AtWUS em calos de G. hirsutum, uma espécie
conhecida como recalcitrante para a regeneragdo in vitro por ES, promoveu um
aumento significativo na taxa de diferencia¢do dos calos embriogénicos, embora
os embrides somaticos tenham exibido anormalidades morfologicas. Ao nivel
molecular, a expressao do AzWUS induziu a transcri¢do de genes essenciais para a
resposta embriogénica, como os fatores de transcricdo LECI, LEC2 e FUS3, além
dos genes PIN7 e SHY?2 que atuam nas vias de transporte e sinalizagio relacionadas
as auxinas (ZHENG et al., 2014).

Além do WUS, o aumento da expressao dos genes WOX4, WOXS5, WOXS8
e WOX9 também foi observado ao longo da indugdo da ES in vitro NOWAK
& GAJ, 2016). De modo similar ao que ocorre para o gene WUS, a regulagdo

do meristema apical da raiz (RAM — root apical meristem) e do meristema do
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cambio vascular ¢ dependente da expressdo dos genes WOX5 (SARKAR et al.,
2007) e WOX4 (HIRAKAWA et al., 2010), respectivamente. Em A4. thaliana, os
transcritos dos genes WOX2, WOX8 e WOX9 se acumulam nos estagios iniciais
da embriogénese zigdtica, com papel fundamental no controle da polaridade das
divisdes celulares (UEDA et al., 2011). De modo similar, a transcri¢do dos genes
WOX2, WOXS8 e WOX9 em culturas embriogénicas de Picea abies (L.) Karsten
também iniciou logo os primeiros estagios da ES e ao longo do desenvolvimento
dos embrides (PALOVAARA et al., 2010).

5. CONSIDERACOES FINAIS

A ES vem sendo descrita e aplicada em diversas espécies e em algumas
delas até ja se tornou um procedimento de rotina (GUAN et al., 2016). Contudo, o
estabelecimento da ES ainda ¢ limitado para outras tantas espécies, pois 0 sucesso
da resposta in vitro depende de varios fatores, tais como o genotipo, o estado
fisiologico da planta, a composi¢do do meio de cultivo, o tempo de exposi¢ado aos
reguladores de crescimento e as condi¢des ambientais submetidas (FUENTES-
CERDA et al., 2001; QUIROZ-FIGUEROA et al., 2006; LOYOLA-VARGAS et
al., 2008; NIC-CAN et al., 2016). Além disso, muitos dos processos envolvendo
a ES ainda ndo sdo totalmente conhecidos, como por exemplo como as vias de
sinaliza¢cdo da ES convergem e o papel de alguns genes reguladores ainda é um
enigma (MENDEZ-HERNANDEZ et al., 2019; GULZAR et al., 2020).

Contudo, a ES tem se revelado uma estratégia biotecnoldgica essencial para
os cientistas e tem sido desenvolvida no mundo todo (LOYOLA-VARGAS &
OCHOA-ALEJO, 2016). E nesse sentido, a ES, dentro da cultura de tecidos, tem
sido um método importante usado como um sistema modelo para investigagdes de
eventos genéticos, bioquimicos, fisiolégicos e morfoldgicos que ocorrem durante
o desenvolvimento embrionario em plantas superiores, (QUEIROZ-FIGUEROA
etal.,2006; CAMPOS et al., 2017), com o intuito de compreender os mecanismos
genéticos e epigenéticos presentes em cada estdgio (NEUMANN et al., 2009;
LOYOLA-VARGAS, 2016). O entendimento de como esses processos sao
regulados permite conhecer os aspectos bioldgicos basicos do desenvolvimento

da planta, e contribui para a melhoria dos protocolos de propagacdo in vitro

243



Topicos Especiais em Genética e Melhoramento 111

(LOYOLA-VARGAS & OCHOA-ALEJO, 2016).

Além do mais, a ES tem sido utilizada para a propaga¢ao massal de plantas nas
mais diversas finalidades, como amplificacdo de material para testes na silvicultura
(LELU-WALTER etal., 2013), regeneracao de plantas com genétipos de interesse
agrondmico e/ou ecologico, formagao de sementes sintéticas (GUAN et al., 2016)
e formacao de bancos de germoplasma (LOYOLA-VARGAS, 2016; HORSTMAN
etal., 2017). Em virtude da sua aplicabilidade, a ES vem sendo uma das estratégias

mais adotada nos programas de melhoramento vegetal (HORSTMAN et al., 2017).
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1. INTRODUCAO

Nas tltimas décadas, tem aumentado a preocupacio com relagdo aos efeitos
da polui¢do sobre a biota e, consequentemente, sobre os seres humanos. Para
uma avaliacdo consistente dessa agdo biologica dos poluentes ambientais, como
residuos industriais, urbanos, metais pesados, agrotoxicos ou outros xenobiontes,
vem sendo utilizados diversos métodos, passiveis de serem aplicados em diferentes
organismos. Entre os métodos utilizados, destacam-se os bioensaios realizados
com bioindicadores especificos de polui¢do e toxicidade, por estes fornecerem
dados complementares aqueles obtidos convencionalmente nas caracterizagdes
quimicas qualitativas e quantitativas dos compostos (BARDENA et al., 2011;
IQBAL et al., 2019).

Da mesma forma, os estudos ecotoxicologicos e de mutagenicidade ambiental
devem também associar ensaios quimicos que caracterizem a composicao ¢ a
concentracdo do residuo/composto, bem como de seus constituintes, a bioensaios
que permitam avaliar a acdo desses agentes sobre o material bioldgico. Para
tanto, estes estudos envolvem a utilizacdo de bioensaios de citotoxicidade,
genotoxicidade e mutagenicidade, que permitem avaliar interferentes que atuam
na integridade celular e genética, além de estimar, de forma real e funcional, a

dimensdo dos riscos para o meio bioldgico, causados pelos compostos (LAH et
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al., 2008, MATEJCZYK et al., 2011; FROTA et al., 2019; MARTIN et al., 2020;
PINHEIRO et al., 2020).

2. Lactuca sativa L.: BIOENSAIO VEGETAL

Os bioensaios realizados com plantas superiores, por apresentarem alta
sensibilidade a diversos agentes mutagénicos, sdo indicados para avaliar danos
potenciais no material genérico, como aberragdes cromossomicas ¢ mutagdes
pontuais. Os vegetais sdo também considerados excelentes modelos biologicos
(bioindicadores) a serem usados em ensaios de toxicidade, por possibilitarem
a andlise simultdnea de mecanismos de acdo em células de diferentes 6rgdos e
tecidos (MALUSZYNSKA & JUCHIMIUK, 2005; LEME & MARIN MORALES,
2009; SILVEIRA et al., 2017; GHOSH et al., 2019). Além disso, estes bioensaios
também atuam como eficientes ferramentas para analisar mecanismos de agdo
de componentes quimicos derivados do metabolismo secundario de plantas
(FERREIRA & AQUILA, 2000; MACIAS et al., 2000; PANDARD et al., 2006).

Ensaios realizados com plantas superiores vem sendo amplamente utilizadas
para avaliar os efeitos bioldgicos de substancias ou de compostos complexos de
diversas origens, como amostras diversas coletadas em ambientes aquaticos 16ticos
(GALTER, 2016; SANTOS et al., 2019) ¢ Iénticos (DUARTE, 2014; RAMOS et
al., 2020); contaminadas com hidrocarbonetos (LEME & MARIN-MORALES,
2008; LEME et al., 2008; MACHADO, 2013; CRUZ et al., 2019), corantes
(VENTURA, 2011; GOMES et al., 2013) e agrotoxicos (BIANCHI et al., 2016;
ARAGADO et al., 2019, BERNARDES et al., 2019).

As espécies Lactuca sativa L., Allium cepa L., Tradescantia sp., Vicia faba
L. e Zea mays L. destacam-se como os principais modelos vegetais utilizados
em analises de citogenotoxicidade (MARTIN et al., 2020; SEMINI et al., 2020;
AGHAJANYAN et al., 2020; OUBANE et al., 2020; EGUREFA et al., 2020;
Gongalves et al., 2020).

Lactuca sativa L é uma dicotiledonea da familia Asteraceae (Compositae),
originaria do Oriente Médio, popularmente conhecido como alface, consumida
mundialmente durante sua fase vegetativa (ABAURRE, 2004). Esta planta

vem sendo muito utilizada como bioindicador de toxicidade, por apresentar
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caracteristicas vantajosas de analise, como plasticidade e boa correlacdo com
outros sistemas teste usados para o mesmo fim; baixo custo; facil manuseio;
grande quantidade de sementes (SOUSA et al., 2009; SOUZA FILHO et al., 2010;
GOMES etal., 2012; RIBEIRO et al., 2012; SILVEIRA et al., 2017); cromossomos
grandes, portanto facilmente visualizdveis; alta sensibilidade a fatores externos ¢ a
diversas substancias, como as proveniente do metabolismo secundério e poluentes
ambientais como metais pesados e defensivos agricolas (ANDRADE et al., 2010;
ANDRADE-VIEIRA et al., 2014; ARAGAO et al., 2015; LUBER et al., 2015;
AGUIAR et al., 2016; FREITAS et al., 2016).

Carvalho et al. (2019) avaliaram o efeito alelopatico de extrato etandlico de
folhas de cinco espécies de Amaranthus, em células meristematicas de L. sativa. Os
autores constataram um efeitos alelopaticos do extrato para L. sativa, decorrentes
da sinergia dos seus componentes. A fitotoxicidade foi dada pela a¢do aneugénica
do extrato, que induziu uma diminuicdo da divisdo celular, proporcionada pelo
impedimento de ligagdo dos cromossomos ao fuso mitotico, que manteve a célula
na fase de C-metafase. Os autores REHMANULLAH et al. (2019) estudando os
efeitos alelopaticos de extratos aquosos de folhas, cascas e frutos de Cassia fistula
em Lactuca sativa, Setaria italica e Pennisetum americanum. Pelos resultados
obtidos, os autores consideraram que Lactuca sativa foi o bioindicador que melhor
respondeu ao estresse alelopatico dos extratos.

O modelo L. sativa apresentou resultados positivos para estudos de
fitotoxicidade de metais. Mot et. al (2019) avaliaram os efeitos de Cd, Cu,
Ni, Pb, Co e Zn sobre a germinacdo e o crescimento de mudas de L. sativa e
Spinacia oleracea L. Os autores observaram que o indice de germina¢do diminui
proporcionalmente ao aumento dos niveis de metais, enquanto que a inibi¢ao
do crescimento ocorre mesmo em baixas concentragdes. L. sativa também tem
demonstrado aplicabilidade na avaliagdo defensivos agricolas, como observado
por Silva et. al (2020), ao estabelecer um protocolo para a producdo in vitro
de mudas axénicas de bratina e avaliar a toxicidade de agentes desinfetantes
(fungicida Captan ®) em L. sativa. Neste estudo, os autores constaram que o
fungicida avaliado possui efeitos fitotdxico, citotoxico, genotdxico potentes, com
acdo clastogénica e aneugénica sobre o ciclo celular da Lactuca sativa, que podem

levar a formagdo de mudas anormais em M. brauna.
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Estudos realizados por Grecco (2020) mostraram que os fungicidas
azoxistrobina (AZO) e carbendazim (CARB) possuem efeitos fitotoxico e
citogenotoxico e induzem alteragdes bioquimicas em L. sativa. Neste estudo, o
autor avaliou os pardmetros germinacao; crescimento radicular; ciclo celular;
alteragdes cromossdmicas e nucleares, atividade das enzimas antioxidantes
catalase, peroxidase do ascorbato e superoxido dismutase; e quantificagao de
glutationa reduzida. O bioindicador L. sativa também foi utilizado por Aragao et
al. (2019) para avaliar os efeitos de fungicidas comerciais que contém os mesmos
compostos ativos (grupo Triazol: Tebuconazol -TBZ e Dfenoconazol -DFZ e
grupo Dicarboximida: Procimidona -PRD e Iprodiona -IPD) sobre o ciclo celular
de L. sativa, Esses autores observaram atividade citotoxica, evidenciada por
alteracdes na proliferacdo celular, e acdo genotoxica, pela presenca de alteragdes
cromossomicas, que confirmaram a sensibilidade e eficiéncia desse modelo

vegetal na avaliacdo de toxicidade de xenobiontes.
3. BIOMARCADORES EM Lactuca sativa L.
3.1. Crescimento radicular e ciclo celular

As raizes sdo estruturas vegetais que permitem o desenvolvimento de ensaios
de respostas rapidas, possuem alta sensibilidade a contaminantes e sdo as primeiras
estruturas a serem expostas a agentes toxicos dispersos no solo ou na agua,
por isso indicadas para serem usadas em avaliacdo da toxicidade de poluentes
ambientais (FISKEJO, 1988; CLEMENS et al., 2002). Todavia, as respostas
dos bioensaios realizados com raizes ndo se limitam ao Unico local de resposta
do ensaio. O desencadeamento de toxicidade em organismos vegetais envolve
uma rede complexa de mobilizacdo, que vai desde a absor¢do pelas raizes, até o
transporte e distribui¢ao do agente por toda planta (CLEMENS et al., 2002). Estes
processos provocam efeitos em niveis bioquimicos e moleculares, que levam a um
desequilibrio na homeostase de metais essenciais (SHARMA & DUBEY, 2005),
desencadeiam uma cascata de danos, que podem causar estresse oxidativo e, por
fim, afetam o desenvolvimento da planta (HOSSAIN et al., 2011).

O teste de crescimento radicular consiste em expor sementes de um
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determinado modelo vegetal a um agente ou amostra ambiental a ser testada e
avaliar os efeitos desse agente sobre o desenvolvimento e elongacdo radicular.
Esse teste toxicoldgico ¢ considerado o mais simples entre os testes de
biomonitoramento ambiental, que possibilitam a avalia¢do do efeito de amostras
liquidas (ARAUJO et al., 2001) e de toxicidade de residuos organicos (YOUNG
et al., 2012) e inorganicos (ANDRADE et al., 2010).

A aplicacdo de teste de crescimento radicular em L. sativa, associada a alta
sensibilidade e a facilidade do desenvolvimento de testes de citogenotoxicidade
com essa planta, vem destacando esse bioindicador em estudos de toxicidade de
metais (PEREIRA et al., 2013; MORAES et al., 2015; MARTIN et al., 2020), de
nanoparticulas de prata (PAIVA et al., 2020); de residuos industriais (PALMIERI
et al., 2016), de agroquimicos (BERNARDES et al., 2015) e até de metabolismo
secundério de plantas (ARAGAO et al., 2015). Como pontuado por Andrade et al.
(2010), o uso do bioindicador L. sativa vai muito além de analises macroscopicas
que avaliam o crescimento radicular, pois esse mesmo bioindicador pode ser usado
em ensaios microscopicos, como os de altera¢des no ciclo celular, no cromossomos
e no nucleo celular, que sdo eventos estreitamente interligados, uma vez que o
desenvolvimento da planta esta altamente relacionado a divisao e ao crescimento
celular (HARASHIMA & SCHNITTGER, 2010).

A avaliacdo do ciclo celular permite estimar a toxicidade, por meio da
detec¢do de anormalidades induzidas no indice mitdtico e pela presenca de
alteracdes cromossomicas e nucleares. Os dados dessas analises possibilitam
evidenciar os potenciais mutagénicos, genotoxicos e carcinogénicos de agentes
quimicos e ou de amostras ambientais (ANDRADE et al., 2008; 2010; LEME &
MARIN-MORALES, 2009; KUMARI etal., 2011; BONCIU et al., 2018). O indice
mitético (IM) ¢é avaliado pelo ntimero de células em divisdo, em comparagdo com
o numero total de células meristematicas contadas na analise, conforme a formula:
IM = (Numero de células em divisdo / Numero de células observadas) X 100. A
frequéncia desse indice é expresso em porcentagem (FERNANDES et al., 2007).

A redugdo desse indice pode indicar que o agente estudado tem potencial de
interferir no crescimento e desenvolvimento do organismo. Ja o seu acréscimo, que
¢ dado pelo aumento da divisdo celular, pode, entre as possiveis consequéncias da
proliferacdo, induzir a formagao de tumores (HOSHINA & MARIN-MORALES,
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2009; MACHADO, 2013). Muitas vezes, o aumento de divisdo celular pode
também levar a um aumento de alteracdes cromossomicas, como ¢ evidenciado
em processos de tumorizagio (ARAGAO et al., 2015).

A analise de altera¢des cromossomicas (AC) permite avaliar se um agente,
ou um poluente, apresenta efeito deletério sobre o material genético e ainda quais
os mecanismos de acdo desses agentes (NATARAJAN, 2002; MACEDO et al.,
2014). Os tipos de alteracdes observadas podem informar se o poluente apresenta
efeito clastogénico ou efeito aneugénico. Quando o agente promove quebras
dos cromossomos, que vao resultar em alteracdes como pontes e fragmentos
cromossdmicos, eles sdo consideradas de efeito clastogénico, enquanto que os
de efeito aneugénico sdo caracterizados pela indugdo de segregagdo anormal dos
cromossomos, que resulta em danos como perda cromossdmicas, cromossomos
aderentes, c-metafases, multipolaridade e atraso na segregacdo (LEME &
MARIN-MORALES, 2009; COSTA et al., 2015; SILVA et al., 2015). O indice de
Aberragoes Cromossdmicas (IAC) ¢ dado pela formula:

IAC = (Numero de células com cromossomos alterados/Numero de células observadas) X100

Quanto a danos citogenotdxicos, Fernandes et al. (2007) citam que descontrole
na divisdo celular pode ocasionar alteragdes nucleares e, consequentemente, a
formagao de células polipldides. De acordo com esses autores, quando o material
genético ¢ amplificado, parte desse material amplificado pode ser eliminado,
derivando anomalias nucleares. As alteragdes nucleares (AN)) sdo caracterizadas
por diferencas morfologicas presentes no nucleo interfasico, que podem ser
resultantes da acdo toxica de compostos quimicos. O indice de AN (IAN) ¢ obtido
pela expressao:

AN = (Numero de células com alteragoes nucleares / Numero de células observadas) X 100

A associa¢do de ensaios de toxicidade (germinacdo e desenvolvimento
radicular) com ensaios de citogenotoxicidade (IM, AC e AN) aumentam a
precisdo na deteccdo de dados causados no DNA de organismos testes (LEME
& MARIN-MORALES, 2009). Estudo realizado por Santos et al. (2019) avaliou
o efeito alelopatico de extratos hidroalcodlicos de duas espécies de Solanaceae
(S. muricatum Ait. e S. betaceum Cav). Neste estudo, os autores observaram
uma reducdo no crescimento radicular e no IM, além de alteracdes nucleares

significativas nas células meristemdticas de L. sativa. Esse estudo ainda
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avaliou morte celular e genotoxicidade, pelo teste de Tunel e ensaio do cometa,
respectivamente, que mostraram um efeito sinérgico dos compostos do extratos,
com atividade alelopatica de fitotoxicidade expressiva, que induziram danos
celulares e a0 DNA, que levaram as células a morte.

Andrade-Vieira et al., (2019) avaliaram o mecanismo de ag¢do do o6leo
de Jatropha curcas por meio da analise do ciclo celular de Lactuca sativa. O
estudo observou a diminui¢do no crescimento da raiz, intimamente relacionada a
reducdo no indice mitdtico, juntamente com um aumento do numero de nucleos
condensados. Os autores ainda observaram aberragdes cromossdmicas como
cromossomos aderente, atraso cromossdmicos, c-metafases, pontes e fragmentos
cromossdmicos, que evidenciaram atividade aneugénica e clastogénica, para o

oleo avaliado.

3.2. Ensaio do Cometa

O ensaio cometa ¢ um bioensaios que possibilita a deteccao de danos diretos
ao DNA de células individuais (OSTLING & JOHANSON, 1984). A técnica
consiste em isolar o nucledide do modelo de estudo exposto a um agente toxico,
coloca-los sobre lamina previamente revestidas por gel de agarose e submeté-las
a eletroforese, para que os fragmentos de DNA, quando presentes, percorrem a
lamina, formando figuras semelhantes a cometas (RITTER & KNEBEL, 2009).
A avaliagdo ocorre por meio da analise da distdncia da migracdo do DNA, pelo
comprimento da cauda do cometa e também pela intensidade da fluorescéncia
da cauda, parametros esses que permitem quantificar o grau de danos ao DNA
(SIGHN, 2000; YILDIZ, 2009).

O ensaio cometa ¢ comumente utilizado na avaliagdo de danos e de reparos
de DNA em células individuais, sendo amplamente utilizado para testar agentes
genotoxicos de residuos industriais, agricolas e domésticos, bem como em
biomonitoramento, aplicagdes clinicas, avaliagdo do potencial alelopatico de
substancias, de fenois naturais, dentre outros (WHITE & RASMUSSEN, 1998;
HARTMANN et al., 2003; BRIANEZI, 2009; CAPRIGLIONE et al., 2011;
PEREIRA et al., 2016; DOS SANTOS et al., 2018; ALVES ET AL., 2018). A

técnica possui alta especificidade, rapido desempenho e alta sensibilidade para
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varios tipos de danos no DNA (GONCALVES et al., 2003; YILDIZ et al., 2009;
AZQUETA et al. 2011).

O ensaio do cometa, que vem sendo utilizado, principalmente, em modelos
animais como linfocitos (MARCUSSI et al., 2011), células epiteliais (CARBAJAL-
LOPEZ et al., 2016) e hepatécitos (PERERA et al., 2016), também apresenta a
possibilidade de ser aplicado em modelos vegetais (YILDZ et al., 2009; REGO et
al., 2015; DOS SANTOS et al., 2018; ALVES ET AL., 2018).

Reis et al., (2017) compararam resultados do ensaios do cometa realizados
com pontas de raizes de L. sativa e com sangue humano. Os resultados mostraram
respostas semelhantes para os dois modelos testados, o que comprovou que L
sativa ¢ também um modelo confidvel para detectar danos ao DNA induzidos por
poluentes genotdxicos.

Dos Santos et al. (2019), avaliaram efeitos alelopaticos de extratos alcodlicos
de Solanum muricatum Ait. e S. betaceum Cav. pelos ensaios de germinagao,
desenvolvimento inicial, ciclo celular e fragmentacdo celular e ensaios do cometa,
em raizes de L. sativa. Neste estudo, os autores observaram uma correlagdo
diretamente proporcional entre o aumento da concentracdo dos extratos e os
aumentos de fragmentacdo dos nucledides e presenga de nucleos condensados.
Estudos realizados por Aragdo et al. (2017), sobre os efeitos do fungicida
tebuconazol (TBZ), um quimico do grupo quimico triazol, mostraram que o ensaio
do cometa foi eficiente para detectar o potencial genotoxico do fungicida, tendo
em vista o aumento dos danos encontrados nos nucleoides das células expostas,

em todas as concentragdes avaliadas.
3.3. Teste de TUNEL

O teste de TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP
nick and labeling assay) ¢ utilizado para a detecg@o de fragmentacdo de DNA e
demais mecanismos relacionados ao processo de morte celular (GAVRIELI et al.,
1992; MAJTNEROVA & ROUSAR, 2018). A técnica consiste na deteccao das
extremidades de fragmentos de DNA que apresentam incorporago de nucleotideos
modificados pela enzima Transferase terminal de desoxinucleotideos (TdT). Os

Tdts sdo marcados com corante fluorescente e detectados pela emissao da luz de
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fluorescéncia ao se ligarem a extremidade 3’- OH livre, onde ocorreu a quebra do
DNA, devido a exposi¢do a algum agente quelante. A analise ocorre por meio de
microscopia de fluorescéncia ou pelo laser de citometro (VERMES et al., 2000;
IKEGAMI et al., 2003).

Esse teste ¢ comumente utilizado em analises de agentes genotoxicos, podendo
ser util para as mais diversas funcionalidades, como monitoramento de residuos
industriais e agricolas até aplicagdes clinicas e teste de farmacos (GAVRIELI et al.,
1992; IKEGAMI et al., 2003; FIGUEROA, 2012; BELENKI et al., 2013; HEIN
et al., 2015; SHARMA et al., 2020). Santiago et al. (2017) avaliaram os efeitos
citogenotoxicos do 6leo essencial (OE) extraido de Backhousia citriodora L.
(Myrtaceae) em ensaios com L. sativa. Pelo teste de Tunel, os autores observaram
a ocorréncia de fragmentacdo de DNA, que ¢ um indicativo de morte celular.

O Teste de Tunel foi utilizado por Palmieri et al. (2019), para avaliar a agao de
venenos de vespas, Polybia occidentalis e P. fastidiosa, sobre o DNA de L. sativa.
Os resultados demonstraram que ambos os venenos induziram morte celular,

evidenciados pela fragmenta¢do do DNA em eletroforese em gel de agarose.

3.4. Estresse Oxidativo

O oxigénio possibilita a eficiente producdo energética por combustdo
enzimatica de compostos organicos. Por outro lado, pode provocar diversos
danos as células, devido a formagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e
espécie reativas de nitrogénio (ERNs), que possuem alta reatividade com outras
classes de biomoléculas (BARTOSZ, 1997). Em organismos fotossintéticos, a
produgdo de EROs ocorre em reagdes que ocorrem nos cloroplastos, mitocondrias
e peroxissomos (FOYER & NOCTOR, 2000). Outras fontes produtoras de
EROs menos citadas, mas igualmente encontradas em plantas, sdo as reac¢des de
desintoxicacao catalisadas pelo citocromo P450, que ocorre no citoplasma e o no
reticulo endoplasmatico (GILL & TUTEJA, 2010). As células em estado normal
produzem EROs e ERNs, como o superoxido, hidroxil, peroxil, hidroperoxil,
peréxido de hidrogénio, 6xido nitrico, dioxido de nitrogénio, peroxinitrito e o
oxido nitroso (HUANG et al., 2000).
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Como forma de manter o controle na producdo de EROs, sdo produzidos
compostos antioxidantes que possuem a capacidade de neutralizar o efeito
negativo desses radicais sobre o metabolismo do organismo. Essas defesas podem
ser de carater enzimatico: Superoxido dismutase (SOD), Catalase (CAT), Peréxido
dismutase (POD) e Ascorbato peroxidase (APX), ou ndo enzimatico: glutationa
(GSH) e vitaminas A, C e E (JOHANSEN et al., 2005). Entre os antioxidantes
produzidos pela planta, a SOD ¢ considerada a primeira linha de defesa contra as
EROs que, em conjunto com a POD, catalisa a transformacdo do superdxido em
perdxido de hidrogénio, protegendo as células dos efeitos tdxicos dos radicais,
evitando a formagao do radical hidroxil (OH) (ALSCHER et al., 2002; DEL RIO
etal., 2002).

A CAT ¢ responsavel pela inativagao do peroxido de hidrogénio formado na
conversao do glicolato a glioxalato durante a fotorrespiracao, e pela decomposigio
do perdxido formado na reacdo de oxidag@o de acidos graxos nos glioxissomos
(HOLTMAN et al., 1994; IGAMBERDIEV & LEA, 2002). A APX, que atua
degradando o peréxido de hidrogénio, utilizando o ascorbato como substrato, é
de grande importancia na defesa de tecidos fotossintéticos contra a fotoxidagdo
(ASADA, 1992).

Apesar da eficiéncia dos mecanismos de defesa da planta, ainda é possivel
ocorrer desequilibrios entre a produgdo e eliminagdo de EROs, o que acaba
desencadeando eventos de estresse oxidativo. O estresse oxidativo pode provocar
danos em macromoléculas, como DNA, RNA, lipidios e proteinas (HALLIWELL,
2009) e, consequentemente, causar falhas no sistema de reparo do DNA, causando
diversos problemas as células, como divisdo descontrolada e morte celular (SOSA
et al., 2013).

Paula et al. (2015) avaliaram, em plantulas de alface, a atividade das enzimas
antioxidante presentes em extrato de folhas de Bauhinia ungulata. Pelos resultados
de producdo das enzimas a- amilase, POD, CAT e polifenol oxidase, observados no
bioindicador utilizado, os autores comprovaram que o extrato de Bahuinia alterou
o sistema de defesa antioxidante de L. sativa. J4 Asrorov et al. (2016) avaliaram a
acdo das enzimas POD e Polifenoloxidase (PPO), bem como as concentragdes de
prolina, metionina e cisteina, de trés agroquimicos (Carbophos, Lannate e Sumi-

alfa) em espécimes de algodao (Gossypium hirsutum L.). Os resultados mostraram
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que os inseticidas estudados, especialmente o Sumi-alfa, interromperam o balango
oxidativo das plantas tratadas, conferindo um potencial impacto na vulnerabilidade
a estresses secundarios.

Grecco (2020) avaliou os efeitos fitotoxicos, citogenotoxicos e bioquimicos
dos fugicidas azoxistrobina e carbendazim sobre o organismo teste L. sativa L.
O autor constatou que esses agrotoxicos aumentaram as atividades das enzimas

CAT, SOD, APX e Glutationa peroxidase, induzindo estresse oxidativo na planta.

4. ESTUDO DE CASO: EFEITOS DO FUNGICIDA DIFENOCONAZOL
SOBRE O ORGANISMO TESTE Lactuca sativa

Os fungicidas sdo compostos toxicos amplamente utilizados no controle de
fungos fitopatogénicos, devido ao seu grande potencial de exterminio e abrangéncia
de acdo em diversos organismos-alvo, bem como pela ampla diversidade de
compostos quimicos disponiveis para esse fim.

Os fungicidas podem ser classificados de acordo com a sua classe quimica e
seu mecanismo de a¢do sobre os organismos (ZAMBOLIM et al., 2008). A classe
quimica dos triazdis remete-se aos fungicidas sintéticos de agdo sist€émica, que
tem como um de seus representantes o Difenoconazol, conhecido por controlar
o crescimento de diversos fungos por meio do rompimento de sua parede celular
(SYNGENTA, 2016).

No presente estudo, o efeito toxico e os mecanismos de agdo de diferentes
concentragdes do fungicida Difenoconazol foram avaliados por diferentes
bioensaios realizados com o modelo vegetal Lactuca sativa L. Para a avaliacao
da acdo desse fungicida foram preparadas solugdes aquosas nas concentragdes de
0,016 (C1); 0,031 (C2); 0,062 (C3); 0,125 (C4) e 0,250 (C5) g/L, estabelecidas
e derivadas da recomendagdo do fabricante para o cultivo de tomate, onde C3
¢ a solucdo de uso, indicada pelo fabricante. Como controles positivos, foram
utilizadas solugdes de trifluralina (0,84 g/L), para a analise de crescimento radicular
e ciclo celular (FERNANDES et al., 2007, 2009), ¢ de Metil Metano Sulfonato
- MMS (4x10* mol/L), para os testes de quebra e fragmentacao do DNA. Para o
controle negativo, foi utilizado 4gua destilada.

As ferramentas de analises (end points) utilizados foram crescimento

radicular, ciclo celular, teste do tunel, ensaio do cometa e atividade enzimatica.
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Em todos os testes realizados, as sementes foram germinadas em placas Petri
com papel filtro umedecido com 4gua, de forma descontinua, onde as raizes, ap6s
alcancarem protrusdo de 1-2 mm, foram colocadas no tratamento com as solugdes
dos fungicidas e controles. Foram utilizadas 30 sementes por placa de Petri, sendo
5 placas por tratamento realizado.

Os dados avaliados em L. sativa foram analisados estatisticamente pelo teste
de Shapiro-Wilks, para checar a distribui¢ao normal das médias. Para os dados que
nao seguiram a distribui¢do normal, foi utilizado o teste de Kruskal Wallis (P <
0,05). Ja para os dados que seguiram a distribuicao normal, foi utilizado o teste de
Tukey (P < 0,05) e Ducan (P < 0,05).

As andlises do crescimento radicular (CR) mostraram que o fungicida
provocou agao fitotoxica, pois induziu redu¢do significativa do tamanho das raizes,
nas concentragdes C3, C4 e C5, quando comparadas com o controle negativo
(Figura 1). A diminui¢@o do crescimento radicular foi inversamente proporcional
a concentragdo testada do fungicida [menor crescimento (média de 1,55 mm), para

a maior concentragdo testada (C5)], em relagdo a média (9,13 mm) do controle

negativo.
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Figura 1 - Crescimento radicular (mm) de raizes de L. sativa expostas a diferentes
concentragdes do principio ativo difenoconazol. As médias seguidas com a
mesma letra nas barras nao diferem estatisticamente entre si, em nivel de 5% de
significancia, pelo teste de de Kruskal Wallis. CN: agua destilada; CP - trifluralina
(0,84 g/L); C1 - 0,016; C2 - 0,031; C3 - 0,062; C4 - 0,125 ¢ C5 - 0,250 g/L.

268



PPGGM

A fase inicial do crescimento das raizes € muito sensivel a a¢do de substancias
ndo envolvidas com o metabolismo da planta, podendo ocasionar anormalidades as
plantulas, alteragdes no crescimento e até mesmo necroses radiculares (FERREIRA
& BORGHETTI, 2004). As causas da redug@o do crescimento radicular podem
ocorrer pela inibi¢ao de processos como: divisdo celular, alongamento das células
e absor¢do de nutriente, ¢ at¢ mesmo devido a morte celular (KOCHIAN, 1995;
RENGEL et al., 1996; IKEGAWA et al., 1998; HARASHIMA & SCHNITTGER,
2010).

Pela analise do ciclo celular de células meristematicas de L. sativa, expostas
as diferentes concentragdes do fungicida Difenoconazol, foi possivel observar que
a concentracdo C4 foi a Unica que apresentou indice mitdtico estatisticamente
diferente do CN, o que permite inferir que nesta concentragdo o fungicida teve
acdo citotoxica para o bioindicador utilizado (Tabela 1). Esses resultados podem
explicar as causas da diminui¢do do CR para a C4. O IM ¢ uma variavel confiavel
para se definir a presenca de substancias citotoxicas. A reducdo desse indice pode
indicar uma intera¢do entre 0 DNA com as substancias citotoxicas, que provoca
tanto distarbios celulares como disfungio da cromatina (GLINSKA et al., 2007).
Ja o aumento do IM, pode acarretar em uma proliferacao celular desordenada e,
eventualmente, na formacdo de anormalidades no individuo (LEME & MARIN-
MORALES, 2009).

O estudo ainda demostrou um aumento significativo de alteragdes
cromossOmicas em todas as concentragdes testadas, quando comparadas com os
resultados do CN. O aumento do niimero de células aberrantes foi diretamente
proporcional ao aumento das concentragdes do fungicida (Tabela 1). Durante a
avaliacdo das alteragdes cromossdmicas, foi possivel ainda observar uma tendéncia
para a a¢do aneugénica do difenoconazol, devido ao alto indice de alteragdes do tipo
cromossomo aderentes e c-metafase registrados (Figura 2), seguido de uma agéo
clastogénica mais discreta, representada pela presenca de pontes cromossomicas
(Figura 2).
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Tabela 1 - Alteragdes no ciclo celular e frequéncia das alteragdes cromossomicas
e nucleares observadas em células de L. sativa expostas a diferentes concentragdes
do principio ativo difenoconazol. CN: dgua destilada; CP - trifluralina (0,84 g/L);
C1-0,016; C2-0,031; C3 -0,062; C4-0,125 ¢ C5- 0,250 g/L.

.o . Alteragoes Alteragdes
Tratamento/ Indice mitético ..
. Cromossomicas Nucleares
Concentragdes (IM %)
(AC%) (AN%)
Controle negativo 11,55 £ 0,63 0.87+20a 0+0,122
Controle positivo 19,92 0,63 d 70,11+2,0d 0,08+0,12a
Cl 12,64 + 0,63 be 744+20b 0,22 +0,12 ab
Cc2 13,02+ 0,63 ¢ 8,02+2,0b 0,46 = 0,12 bc
C3 11,66 = 0,63 be 842+2,0b 0,26 =0,12ab
C4 9,20+0,63 a 14,57+20¢ 0,76 £0,12 ¢
C5 10,76 + 0,63 ab 16,48 +2,0 ¢ 0,68+0,12¢

As médias + erro padrdo seguidas com a mesma letra nas colunas nao diferiram
estatisticamente entre si, em nivel de 5% de significancia, pelo Teste de Ducan.

Figura 2 - Principais alteracdes cromossomicas (seta) encontradas em células
meristematicas de L. sativa tratadas com diferentes concentragdes do principio

ativo difenoconazol. A: C-metafase, B: ponte cromossdmica, C: aderéncia
cromossomica.
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A organizagdo estrutural do nucleo e suas propriedades mecanicas sdo
criticas para uma variedade de fungdes e processos celulares (ZWERGER et al,
2011). De acordo com De May et al. (1996), aberracdes na estrutura e morfologia
nuclear podem se apresentar de varias formas (morfologia irregular, alteragdes
nucleolares, perda de dominios nucleares mudangas na organizagao da cromatina).
Em decorréncias dessas alteragdes morfologicas, podem ser desencadeadas
outras alteragdes nos nicleos, como mudangas na estrutura da cromatina (ZINK
et al. 2004). A heterocromatiniza¢do do material genético celular ¢ um tipo de
alteracao que promove a condensagao nuclear (presenca de nucleos picnéticos ou
heterocromatinizados), por mudanc¢a na conformagao da cromatina. A condensacao
nuclear pode ser um indicativo de ag¢do genotdxica de um determinado agente ao
qual o organismo foi exposto que, ,por sua vez, pode desencadear morte celular,
via mecanismo de apoptose (ZHANG & SUNA, 2018), confirmando a citagdo
de PALMIERI et al. (2014), de que muitas alteragdes cromossdmicas e nucleares
sdo prejudiciais a célula e estdo envolvidas em processo de morte da célula. No
presente estudo, foi observado que as concentragdes C2, C4 e C5 do fungicida
difenoconazol induziram condensacdo nuclear, com maior destaque para a C4,
confirmando a agdo toxica do fungicida para essas concentragdes (Tabela 1).
Essas alteracdes nucleares, quando analisadas em conjunto com as alteragdes
cromossomicas, tornam os dados mais precisos, em relagdo aos danos causados
no DNA (LEME & MARIN-MORALES, 2009).

Os resultados do ensaio do cometa indicaram que o fungicida difenoconazol
apresentou potencial genotdxico na concentragao C3, sendo que a maior frequéncia
de danos ocorreu nesta concentragdo (Tabela 2). Esses dados corroboram com
os resultados encontrados nas analises de alteragdes cromossdmicas e teste de
TUNEL.

Neste estudo, a analise de morte celular, realizada pelo teste de TUNEL
em células meristematicas de L. sativa, evidenciou o aumento na fragmentagao
de DNA pelo tratamento com o fungicida (Figura 3). Esses dados corroboram os
resultados encontrados para a analise de crescimento radicular e pela presenca
observada de nticleos condensados para alguns dos tratamentos realizados, uma
vez que a redugdo do crescimento radicular pode estar relacionada a inducdo de
morte celular pelo fungicida (KARIYA et al., 2017).
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Tabela 2 — Avaliagdo, pelo ensaio do cometa, de danos no DNA de células de
raizes de L. sativa expostas ao principio ativo Difenoconazol. CN: agua destilada;
CP - MMS 4x10-4 mol/L; C1 - 0,016; C2 - 0,031; C3 - 0,062; C4 - 0,125 ¢ C5 -
0,250 g/L.

Tratamento/ Classificacdo tipo de Dano
concentracoes 0 1 2 3 4 D

Controle negativo 95,33 4,66 0 0 0 4,67+30,39 a

Controle positivo 33,67 40 20,67 5,67 0 98,33+30,39 ab
Cl1 45,33 51,67 3 0 0 57,67+£30,39 ab
Cc2 46,00 47 6,67 0 0 60,67+30,39 ab
C3 32,33 42 14,33 8 3,33 128,00+30,39 b
C4 43 41 14 1,33 0 73,00£30,39 ab

ID: Médias = EP seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente, de acordo
com o Teste de Ducan (p< 0.05). Nota: I.D = indice de danos; EP: Erro padrao da média.

Figura 3 — Andlise de células de meristemas radiculares de L. sativa tratadas com o
principio ativo difenoconazol no teste de TUNEL. As setas coloridas representam
os tipos de danos encontrados (cinza: sem danos, amarela: danos leves e vermelha:

danos graves).
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As atividades de enzimas antioxidantes desencadeiam uma cascata de
reacdes que protegem as células do estresse abidtico (CAREGNATO, 2009;
ANDRADE-VIEIRA et al., 2011; ESPOSITO, 2012). Os dados obtidos em
ensaios estresse oxidativo podem ser usados para complementar os dados das
analises mutagénicas, pois respostas deste teste podem indicar as consequéncias
da exposi¢cdo dos organismos/células a poluentes ambientais. Pelo ensaio de
estresse oxidativo realizado com L. sativa exposta ao fungicida difenoconazol,
foi observado que a concentragdo C4 induziu um aumento da atividade da SOD,

confirmando a toxidade do fungicida estudado (Figura 4 B).
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Figura 4 - Atividade enzimatica de plantulas de alface submetidas a diferentes
concentragdes do principio ativo difenoconazol. As médias seguidas por (*)
diferem estatisticamente das médias respectivas de cada tipo de dano, em relagdo
ao controle negativo, segundo o teste de médias Tukey a 5% de significancia. CN:
agua destilada; C3 - 0,062 ¢ C4 - 0,125 g/L.
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O aumento de danos observados pelo teste TUNEL, provavelmente
seja decorrente da produgdo de EROs, causada pelo estresse promovido pelo
difenoconazol nas plantulas de alface. As EROS sdo produzidas pelo metabolismo
celular, principalmente nas mitocondrias, cloroplastos e peroxissomos
(BHATTACHARIJEE, 2010; KARUPPANAPANDIAN et al., 2011). Sua baixa
producdo ativa canais de defesa da planta, para tolerar as pressdes impostas
pelo ambiente mas, em casos de desequilibrio, o aumento na concentragdo de
EROs pode ser toxico para o organismo, ocasionando, dependendo do tipo de
EROs, a morte celular (KOHANSKI et al., 2010; BELENKY & COLLINS, 2011;
BELENKY et al., 2013). Quando uma planta entra em estresse, pode haver uma
produgao desequilibrada de espécies reativas de oxigénio (EROs), cuja principal
consequéncia ¢ a fragmentacao do DNA/ morte da célula.

Pelos resultados gerais das avaliagdes de toxicidade do fungicida
difenoconazol, ¢ possivel inferir que este fungicida é citotoxico, genotoxico e
mutagénico para L. sativa, pois promoveu uma redugdo no crescimento radicular;
um aumento na frequéncia de alteracdes cromossomicas e nucleares; aumento
na fragmentacdo do DNA, pelo teste de TUNEL; e aumento da atividade da
enzima SOD, que ¢ considerado um mecanismo de defesa da planta contra agao
de xenobiontes, mesmo para concentragdo indicada pelo fabricante, para uso em

cultura de tomate.
5. CONSIDERACOES FINAIS

O modelo vegetal L. sativa se mostrou muito sensivel para estudos de
mutagenicidade com agroquimicos. Evidenciando que o seu uso deve ser feito
de maneira controlada, como forma de evitar danos a organismos nao-alvo e
consequentemente ao ecossistema, proximo a locais de uso do fungicida.

Além disso, os resultados obtidos no estudo de caso demonstraram a
importancia da integracao dos testes realizados com o bioindicador L. sativa, para

melhor compreender o efeito e a acdo do composto estudado (Figura 5).
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Uso integrado de ensaios com Lactuca sativa

Desequilibrio
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oxidative
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L y

Redug3o no
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Figura 5 - Esquema integracdo dos testes estudados.
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Capitulo 10

NUMERO CROMOSS()MI(;O E CONTEUDO
DE DNA NUCLEAR DO GENERO Peperomia
(PIPERACEAE): O ESTADO DA ARTE

Alda Francisca Rodrigues de Sousa Fernandes
Loren Cristina Vasconcelos

Maria Eliza Soares Queiroz

Darley Aparecido Tavares Ferreira

Milene Miranda Praga Fontes
1. O GENERO Peperomia

Peperomia Ruiz & Péavon ¢ o segundo maior género da familia Piperaceae,
reunindo 1473 espécies e 175 variedades e formas (FRODIN, 2004; MATHIEU,
2001-2020). Considerado um dos géneros mais ricos em diversidade, Peperomia
aparece entre os 10 géneros de angiospermas com mais espécies. As espécies de
Peperomia apresentam distribuicdo pantropical, sendo que 90% ocorrem na flora
neotropical, sendo encontradas desde o sul do Estados Unidos estendendo-se até
a Argentina e Chile (MATHIEU et al., 2015). Embora a maioria das espécies do
género seja endémica das regides dos Andes e da Amazonia, algumas espécies
podem ser encontradas na Asia, Africa, Madagascar, Australia e Nova Zelandia
(WANKE et al., 2006; FRENZKE et al., 2015; MATHIEU, 2001-2020).

O Brasil possui grande diversidade de Peperomia com representantes
encontrados em todos os dominios fitogeograficos. Ao todo, 173 espécies e 31
variedades j&4 foram descritas, sendo 108 endémicas, destacando-se a espécie
Peperomia stroemfeltii Dahlst. (Figura 1A). Sua maior distribui¢do esta na
Mata Atlantica com 130 espécies, como por exemplo Peperomia glabella var.
nigropunctata (Miq.) Dahlst. (Figura 1B), Peperomia alata Ruiz & Pav. (Figura
1C), Peperomia martiana Miq. (Figura 1D) e Peperomia urocarpa Fisch. & C.A.
Mey. (Figura 1E). A Amazonia ocupa a segunda posi¢do com 57 espécies, seguido
do Cerrado com 35 e Caatinga com 11 (BFG, 2018; FLORA DO BRASIL, 2020).
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Figura 1: Diversidade de espécies do género Peperomia encontradas no Parque
Estadual de Forno Grande, um fragmento de Mata Atlantica localizado no
municipio de Castelo - Espirito Santo, Brasil. (A) P. stroemfeltii, (B) P. glabella
var. nigropunctata, (C) P. alata, (D) P. martiana e (E) P. urocarpa. (Fotos: Jheniffer
Abeldt Christ, 2017).

O uso de espécies de Peperomia na medicina tradicional para o tratamento de
enfermidades tem sido reportado em varias localidades do mundo, como na América
do Sul (GRENAND et al., 1987; DE DIAZ et al., 1988; SCHULTES & RAFFAUF,
1990; VILLEGAS et al., 2001), Africa (MBAH et al. 2002, 2012), Tailandia
(CHEN et al., 1989; YANG et al. 2014) e China (WANG et al. 2012). Espécies
como Peperomia dindygulensis Miq., Peperomia duclouxii C. DC., Peperomia
sui T.T. Lin & S.Y. Lu, Peperomia vulcanica Baker & C.H.Wright, Peperomia
fernandopoioana C.D.C., Peperomia galioides Kunth, Peperomia subspathulata
Yunck, Peperomia blanda (Jacq.) Kunth, Peperomia cavaleriei C. DC., Peperomia
inaequalifolia Ruiz & Pav. e Peperomia tetraphylla (G.Forst.) Hook. & Arn. sdo
utilizadas no tratamento de problemas respiratorios (NISHANTHI et al., 2012;
YANG et al., 2014), problemas cardiacos, dores (DE LA TORRE, 2008), desordens
gastrointestinais (DE DIAZ et al., 1988; MOLLIK et al., 2010; NISHANTHI et
al., 2012), cancer (CHEN et al., 1989; WANG et al., 2012), infec¢des (MBAH
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et al., 2002, 2012), artrite (CALIMAG, 2007), cicatrizagdo de feridas, ulceras
(VILLEGAS et al., 2001), colesterol (SANTOS et al., 2001) e diabetes (HAMZAH
et al., 2012), entre outros.

Diferentes estudos sobre as propriedades quimicas e farmacologicas de
Peperomia demostraram a presenca de atividades antioxidante, anti-inflamatoria,
analgésica, antibacteriana, antifungica, antiviral, antiparasitaria e antitumoral de
diversas espécies do género (MAHIOU et al., 1995, 1996; ARRIGONI-BLANK
et al., 2004; LANGFIELD et al., 2004; LI et al., 2007, 2012; FELIPPE et al.,
2008; VELOZO et al., 2009; PINHEIRO et al., 2011; MBAH et al., 2012; YANG
et al.,, 2014; JARDIM et al., 2015; ALVES et al., 2019). Além disso, varias
espécies de Peperomia sdo cultivadas como plantas ornamentais devido ao habito
herbaceo, filotaxia e principalmente pela beleza de suas folhas com diferentes
formas e cores, sendo utilizadas em vasos e canteiros, como Peperomia caperata
Yunck, Peperomia serpens (Sw.) Loudon e Peperomia obtusifolia (L.) A.Dietr.
(McKENDRICK, 1992; LORENZI & SOUZA, 2008). Algumas espécies, como
Peperomia pellucida (L.) Kunth também sdo usadas na culinaria (LORENZI &
MATOS, 2002).

Além desses aspectos, as peperdmias também estdo envolvidas em interagdes
ecologicas. Estudos apontam o endofitismo entre o fungo Phytosphora nicotianae
van Breda de Haan e P. tetraphylla. O excesso de agua presente em P. tetraphylla
parece estimular o crescimento fungico (GUTIERREZ, 2009). A espécie epifita
Peperomia macrostachya (Vahl) A.Dietr. possui uma relagdo mutualista bem
estudada com as formigas Camponotus femoratus (Fabricius). Nesta relagdo,
P. macrostachya fornece substrato para os ninhos em suas raizes, enquanto as
formigas dispersam suas sementes e as protegem do ataque de outros herbivoros.
Compostos quimicos encontrados nas sementes de P. macrostachya foram
identificados como responsaveis pela atragdo a C. femoratus (YOUNGSTEADT
et al., 2009, 2010). Embora a diversidade e a distribuicdo de espécies do género
Peperomia seja enorme, pouco se sabe sobre a biologia da polinizagdo de suas
espécies. Sendo assim, a morfologia das flores de Peperomia é sugestiva de
polinizacdo por vento e/ou inseto, mas a maioria das espécies sdo considerados
autopolinizadoras (FIGUEIREDO & SAZIMA, 2007).
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Asespécies do género Peperomia sdo caracterizadas como predominantemente
suculentas, epifitas, geofitas e parasitas (WANKE et al., 2007). A maioria das
plantas sdo adaptadas as condigdes de seca dos tropicos. A adaptagao fotossintética
envolve o mecanismo CAM, conforme descrito para Peperomia scandens Ruiz
& Pav. e Peperomia camptotricha Miq. (HOLTHE et al., 1987; PATEL & TING,
1987). De acordo com Yuncker (1974), as flores das peperomias sdo protegidas
por uma bractéola (pequena bractea, solitaria ou em par, localizada no eixo lateral
de qualquer inflorescéncia, acima da bractea e abaixo do calice) e apresentam
um pistilo uni-estigmado junto com dois estames laterais, e seu fruto ¢ do tipo
drupa. No entanto, as caracteristicas morfologicas dentro de Peperomia é bastante
diversificada. Estudos mostraram que algumas caracteristicas morfoldgicas de
Peperomia evoluiram independentemente varias vezes (WANKE et al., 2000). Isso
¢ resultado do déficit de sinapomorfias morfologicas para grupos infragenéricos
com evolucdo paralela de caracteres facilmente observaveis e pela redugdo extrema
das flores (SAMALIN et al., 2009). Esses fatores tornam complexa a classificag@o
morfologica em Peperomia.

Miquel (1843) propos a primeira classificacdo infragenérica do género
Peperomia e de quatro outros géneros relacionados, Acrocarpidium, Erasmia,
Phyllobryon e Verhuellia dentro da tribo Peperomiae, dividindo o género em
quatros subgéneros. Os géneros Acrocarpidium, Erasmia e Phyllobryon atualmente
se encontram incluidos dentro de Peperomia. Uma classificacdo mais completa
realizada por Dahlstedt (1900) baseada na morfologia de frutos de cerca de 200
espécies adicionou mais 5 subgéneros e sete secdes a Peperomia (WANKE et al.,
2007). Algumas revisdes foram publicadas posteriormente por Trelease (1930),
Yuncker (1933), Stehlé¢ (1940), Skottsberg (1947), Yuncker (1953) e Yuncker
(1974). No entanto, as varias inclusdes e agrupamentos de subgéneros tornaram a
classificacdo taxonomica de Peperomia confusa. Por esses motivos, a classificagdo
feita por Dahlsted ¢ considerada a mais facil sendo a mais usada, embora apresente
algumas incongruéncias sobre a relagdes e a circunscri¢do de alguns subgéneros.
Estudos moleculares e morfoldgicos realizados por Wanke et al. (2006), Smith et
al. (2008), Samain et al. (2009) e Frenzke et al. (2015) em Peperomia demostraram
o monofiletismo do género e as suas relacdes subgenéricas. A classificagdo

infragenérica proposta com base em dados moleculares por Frenzke et al. (2015)
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classificou 1520 spp. em 14 subgéneros monofiléticos. Um resumo das principais

classificagdes para o género Peperomia ¢ apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Resumo das principais classificagdes do género Peperomia (GE =

género, SG = subgénero, SE = secdo).

Miquel (1843)

Dahlstedt (1900)

Frenzke et al. (2015)

Peperomia (GE)
Acrocarpidium (GE)

Erasmia (GE)

Tildenia (SE)

Panicularia (SE)
Rhyncophorum (SE)

Micropiper (SE)
Phyllobryon (GE)
Verhuellia (GE)

Peperomia (GE)
Acrocarpidium (SG)
Ogmocarpidium (SG)
Erasmia (SG)
Pleurocarpidium (SG)
Tildenia (SG)
Eutildenia (SE)
Hemirhyncophorum (SE)
Panicularia (SG)
Rhyncophorum (SG)
Oxyrhynchum (SE)
Malacorhynchum (SE)
Leptorhynchum (SE)
Sphaerocarpidium (SG)
Alternifoliae (SE)
Verticillatae (SE)
Micropiper (SG)

Peperomia (GE) (SG)

Erasmia (SG)
Pleurocarpidium (SG)
Tildenia (SG)

Panicularia (SG)

Oxyrhynchum (SG)

Leptorhynchum (SG)

Micropiper (SG)
Fenestratae (SG)
Hispidulae (SG)
Multipalmata (SG)
Perlucida (SG)
Phyllobryon (SG)
Pseudocupula (SG)

* Adaptado de Wanke et al. (2006) e Frenzke et al. (2015).

Além dos dados morfologicos e moleculares, as informagdes da citogenética

classica e o tamanho do genoma nuclear sao de grande relevancia para compreensao

taxondmica, sistematica e evolutiva (STACE, 2000). Nesse sentido, o presente

capitulo apresenta uma revisdo sobre nimero cromossémico e conteido de
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DNA nuclear para espécies do género Peperomia. Estas informag¢des reunidas
poderdo ser base para novos estudos, contribuindo para o avango na fronteira do

conhecimento deste taxon.
2. ESTUDOS CITOGENETICOS EM Peperomia

O género Peperomia apresenta diferentes niveis de ploidia, com espécies
diploides (2n=22; 2n=24), alguns casos de tripldides (2n=33; 2n=36), tetraploides
(2n = 44; 2n = 48), hexapldide (2n = 66), octaploide (2n = 88) e dodecaploide (2n
= 132). Além disso, espécies com ntimero 2n = 16, 20, 23, 26, 46, 32, 60 ¢ 110
cromossomos também ja foram reportadas. Ao todo, o niimero cromossdmico ¢é
conhecido para 74 espécies do género Peperomia (Tabela 2). Algumas espécies
apresentam mais de um niimero aceito, por exemplo, Peperomia argyreia (Hook.)
E.P. Morren com 2n = 20, 22 e 24 cromossomos. Afroz (2016) verificou que P.
pellucida possui 2n = 46 cromossomos metacéntricos. Anteriormente diferentes
nimeros cromossdmicos também foram relatados para essa espécie, como 2n = 20,
22 ¢ 44 (BROWN, 1908; SHARMA & BHATTACHARYYA, 1958; MATHEW,
1958; SMITH, 1966). Existem duas razdes provaveis para o desacordo em relagao
ao numero de cromossomos de P. pellucida: (1) alto grau de tendéncia de euploidia
e aneuploidia, ou (II) existéncia de diferentes citotipos (AFROZ, 2016).

Jose et al. (1994) ao analisar o cariotipo de cinco espécies de Peperomia,
observaram diferengas estruturais e numéricas. Estes autores reportaram o nimero
cromossomico 2n = 24 para Peperomia sandersii C.DC. e Peperomia verschaffeltii
Lem. e 2n = 3x = 36 para Peperomia bicolor Sodiro, sugerindo o niimero basico
x = 12. Em contrapartida, para as espécies Peperomia clusiifolia (Jacq.) Hook. e
Peperomia rotundifolia (L.) Kunth observaram 2n = 22 e sugeriram x = 11 como
o niimero basico. A existéncia de diferentes nimeros de cromossomos ancestrais
em Peperomia ja foi apontada em outros trabalhos (HAUSER, 1916; JOSE &
SHARMA, 1985; JOSE et al., 1992; SKOTTSBERG, 1955). Isso indica que possa
existir duas linhas evolutivas para o cariotipo do género. Para Mathew (1958)
e Sharma & Bhattacharyya (1959), x = 11 é o nimero basico para Peperomia,
ja Smith (1966) sugere a presenca de nimeros basicos secundarios ao longo da

evolugao.
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3. CONTEUDO DE DNA NUCLEAR DE Peperomia

Em Peperomia, o conhecimento do contetido de DNA ainda ¢ escasso e
esta disponivel somente para oito espécies do género (SAMUEL & MORAWETZ
1992). Apesar dos poucos representantes analisados, uma grande diferenca
interespecifica no tamanho do genoma foi reportada. Os valores 2C variaram de
2,47 pg a 15,70 pg. Os dados reportados para cada espécie podem ser conhecidos
na tabela 2. Neste trabalho, os autores também observaram variagdes no tamanho
do genoma entre espécies com o mesmo niimero de cromossomos (2n = 22), um
padrdo demonstrado em varios grupos de plantas (PEGINGTON & REES, 1970;
BENNETT, 1971). Além disso, os autores também descrevem que o aumento o
comprimento cromossoémico esta diretamente correlacionado com o aumento da
quantidade de DNA nas espécies hexaploide, tetraploide e na maioria das espécies
diploides, exceto na espécie triploide Peperomia metallica Liden & Rodig.
Considerando as formas de vida e estratégias de sobrevivéncia entre as espécies de
Peperomia, a variagdo no tamanho do genoma dentro e entre os diferentes niveis

de ploidia pode ter algum valor adaptativo.
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Tabela 2: Numero cromossomico, nivel de ploidia e conteudo de DNA nuclear (valor 2C) relatado para o género Peperomia.

Espécie Numero  Nivel de Referéncias para Valor 2C  Referéncias para valor 2C
cromossO-  Ploidia nimero do cromossomo (pg)
mico (2n) Nivel de Ploidia
P. alata Ruiz & Pav 22 2x Kobayashi et al. (2019) - -
P. argyreia (Hook.) E. P. Morren 20 - Bai & Subramanian (1985) - -
22 2x Smith (1966); Samuel & Morawetz - -
(1989)
24 2x CCDB-Rice et al. (2014) - -
P. baronii Baker 44 4x Smith (1966) - -
P. berteroana Miq. 44 4x? - -
48 4x? - -
46 - Valdebenito et al. (1992) - -
P. bicolor Sodiro 36 3x Jose et al. (1994) - -
22 2x Kobayashi et al. (2019) - -
P. blanda (Jacq.) Kunth 22 2x Samuel & Morawetz (1989) 6.25 Samuel & Morawetz (1992)
P. blanda var. floribunda (Miq.) 66 6x Murray & Lange (2013) - -
H. Hiiber
P, caperata Yunck 24 2x Bai & Subramanian (1985) - -
33 3x Okada (1986); Smith (1966) - -
P, clusiifolia (Jacq.) Hook 22 2x Smith (1966); Jose & Sharma - -
(1985); Okada (1986); Jose et al.
(1994); Mathew et al. (1999)
P, clusiifolia variegata A. Dietr. 22 2x Jose & Sharma (1985) - -

Continua...
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Tabela 2: Numero cromossomico, nivel de ploidia e conteudo de DNA nuclear (valor 2C) relatado para o género Peperomia (continuagao).

Espécie Numero  Nivel de Referéncias para Valor 2C  Referéncias para valor 2C
cromossO-  Ploidia nimero do cromossomo (pg)
mico (2n) Nivel de Ploidia
P. coquimbensis Skottsb 46 - Valdebenito et al. (1992) - -
P. diaphanoides Dahlst. 22 2x Kobayashi et al. (2019) - -
P. dindygulensis Miq. 88 8x Mathew et al. (1999) - -
P. dolabriformis Kunth 22 2x Smith (1966) - -
P. eekana C. DC. 36 3x CCDB-Rice et al. (2014) - -
P. erythroclada C. DC. 28 - CCDB-Rice et al. (2014) - -
P. expallescens C. DC. 66 6x Smith (1966) - -
P. fernandeziana Miq. 44 4x Spooner et al. (1987); Sanders et al. - -
(1983); Valdebenito et al (1992)
P, flexicaule (Miq.) C. D.C. 44 4x Samuel & Morawetz (1989) - -
P. flexicaulis Wawra 22 2x Kobayashi et al. (2019) - -
P. galioides Kunth 22 2x CCDB-Rice et al. (2014) - -
44 4x Valdebenito et al. (1992) - -
P, galioides H. B. K. 22 2x Valdebenito et al. (1992) - -
P. glabella (Sw.) A. Dietr. 22 2x Samuel & Morawetz (1989) 6.69 Samuel & Morawetz (1989)
P. glabela var. variegata 36 3x Jose et al. (1992) - -
P. hawaiensis C. DC. 42 - CCDB-Rice et al. (2014) - -
46 3x - -
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Tabela 2: Numero cromossomico, nivel de ploidia e conteudo de DNA nuclear (valor 2C) relatado para o género Peperomia (continuagao).

Espécie Numero  Nivel de Referéncias para Valor 2C  Referéncias para valor 2C
cromossO-  Ploidia nimero do cromossomo (pg)
mico (2n) Nivel de Ploidia
P. hederifolia Hort. 22 2x Okada (1986) - -
24 2x Blot 1960* - -
26 - Bai & Subramanian (1985) - -
P. heyneana Miq. 44 4x Mathew et al. (1999) - -
P. hesperomannii Wawra 48 4x? Smith (1966) - -
66 6x? - -
P. hylophila C. DC. 22 2x Kobayashi et al. (2019) - -
P. incana (Haw.) A. Dietr. 22 2x Smith (1966); Bai & Subramanian - -
(1985); Okada (1986); Samuel &
Morawetz; (1989)
P. japonica Makino 22 2x CCDB-Rice et al. (2014) - -
44 4x Smith (1966); Okada (1986) - -
P, liliifolia C.DC. 42 - CCDB-Rice et al. (2014) - -
P, longespicata C. DC. 66 6x Samuel & Morawetz (1989) - -
Samuel & Morawetz (1992) 15.70 Samuel & Morawetz (1992)
P. maculosa (L.) Hook. 44 4x Martinoli (1948) - -
22 2x Smith (1966) - -
P. magnoliifolia (Jacq.) A. Dietr. 22 2x Jose & Sharma (1985); Samuel & 5.37 Samuel & Morawetz (1992)
Morawetz (1989); Jose et al. (1992)
24 2x Hauser (1916) * - -
38 - Bai & Subramanian (1985) - -
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Tabela 2: Numero cromossomico, nivel de ploidia e conteudo de DNA nuclear (valor 2C) relatado para o género Peperomia (continuagao).

Espécie Numero  Nivel de Referéncias para Valor 2C  Referéncias para valor 2C
cromossO-  Ploidia nimero do cromossomo (pg)
mico (2n) Nivel de Ploidia
P. margaritifera Bertero ex Hook. 44 4x Valdebenito et al. (1992) - -
48 4x Sanders (1983) - -
P. marmorata Hook. f. 32 - Bai & Subramanian (1985) - -
P. metallica Linden & Rodig. 22 2x Jose & Sharma (1985) - -
24 2x CCDB-Rice et al. (2014) - -
32 -
33 3x Smith (1966); Samuel & Morawetz 12.67 Samuel & Morawetz (1992)
(1989)
P, nivalis Miq. 22 2x Smith (1966) - -
P. nummularifolia H.B.K. 23 - - -
P, obtusifolia (L.) A. Dietr. 22 2x Smith (1966); Jose et al. (1992); 4.71 Samuel & Morawetz (1992)
Bai & Subramanian (1985); Samuel
& Morawetz (1989); Okada 1986);
CCDB-Rice et al. (2014)
24 2x CCDB-Rice et al. (2014) - -
P. olens C. DC. 44 2x Valdebenito et al (1992) - -
P. okinawensis T. Yamaz. 44 2x Kobayashi et al. (2019) - -
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Tabela 2: Numero cromossomico, nivel de ploidia e conteudo de DNA nuclear (valor 2C) relatado para o género Peperomia (continuagao).

Espécie Numero  Nivel de Referéncias para Valor 2C  Referéncias para valor 2C
cromossO-  Ploidia nimero do cromossomo (pg)
mico (2n) Nivel de Ploidia
P, pellucida (L.) Kunth 20 - Brown (1908) - -
24 2x - -
22 2x Sobti & Singh (1961) - -
24 2x CCDB-Rice et al. (2014) - -
48 4x - -
44 4x Smith (1966); Jose & Sharma - -

(1985); Bai & Subramanian (1985);
Okada (1986); Jose et al. (1992);
Mathew et al. (1999)

46 3x CCDB-Rice et al. (2014); Afroz et - -
al. (2016)
P. polybotrya Kunth 22 2x José & Sharma (1985); Jose et al. - -
(1992)
P. polystachya (Ait.) Hook. 22 2x Kobayashi et al. (2019) - -
P. portulacoides (Lam.) Dieter. 44 4x Mathew et al. (1999) - -
P, prostrata B. S. Williams 22 2x Kobayashi et al. (2019) - -
P. quadrangularis (J. V. Thomps.) 22 2x Samuel & Morawetz (1989) - -
A. Dietr
P, reflexa (L.) A. Dietr. 40 - Bai & Subramanian (1985) - -
22 2x Bernardello et al. (1990) - -
44 4x Mathew et al. (1999) - -

Continua...
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Tabela 2: Numero cromossomico, nivel de ploidia e conteudo de DNA nuclear (valor 2C) relatado para o género Peperomia (continuagao).

Espécie Numero  Nivel de Referéncias para Valor 2C  Referéncias para valor 2C
cromossO-  Ploidia nimero do cromossomo (pg)
mico (2n) Nivel de Ploidia
P. resediflora Linden & André 44 4x Mathew et al. (1999) - -
P, reticulata Balf. f. 132 12x? Kobayashi et al. (2019) - -
P. rhombea Ruiz & Pav. 44 4x Smith (1966) - -
P, rotundifolia (L.) Kunth 22 2x Smith (1966); Samuel & Morawetz - -
(1989); Jose et al. (1994)
P. sandersii C. DC. 24 2x Jose et al. (1994); Bai & - -
Subramanian (1985); CCDB-Rice et
al. (2014)
22 2x José & Sharma (1985); Okada - -
(1986); Mathew et al. (1999)
P. scandens Ruiz & Pav. 24 2x Bai & Subramanian (1985) - -
60 - Blot 1960* - -
P, sintenisii C. DC. 16 - Brown (1908) - -
P, skottsbergii C. DC. ex Skottsb. 46 3x? Spooner et al. (1987); Valdebenito et - -
al (1992)
48 4x? Sanders (1983) - -
44 4x? Valdebenito et al. (1992) - -
48 4x? - -
P, strawii Hutchison ex Pino & 22 2x Pino et al. (2004) - -
Klopfenstein
P, tetraphylla Hook. & Arn. 22 2x CCDB-Rice et al. (2014) - -
44 2x Muray & Lange (1999) - -
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Tabela 2: Numero cromossomico, nivel de ploidia e contetido de DNA nuclear (valor 2C) relatado para o género Peperomia (continuagao).

Espécie Numero  Nivel de Referéncias para Valor 2C  Referéncias para valor 2C
cromossO-  Ploidia nimero do cromossomo (pg)
mico (2n) Nivel de Ploidia
P, urocarpa Fisch. & C. A. Mey. 44 2x Smith (1966) - -
P, velutina Linden & André 22 2x Smith (1966) - -
P, verschaffeltii Lem. 22 2x Okada (1986) - -
24 2x Jose et al. (1994) - -
26 - Bai & Subramanian (1985) - -
P verticillata (L.) A. Dietr. 22 2x Samuel&Morawetz (1989) - -
P, victoriana C. DC. 22 2x Smith (1966) - -
P. aff. boninsimensis Makino 110 - Okada (1986) - -
P, aff. fenzlei Regel 44 4x Samuel & Morawetz (1989) 8.09 Samuel & Morawetz (1992)
P. aff. griseoargentia Yunck. 22 2x Smith (1966); (Slaggg)el & Morawetz 247 Samuel & Morawetz (1992)
24 2x Blot 1960* - -
P, aff. longispicata C. DC. 66 6x Samuel & Morawetz (1989); Smith - -
(1966)
P. aff. perrottetiana Miq. 66 6x Smith (1966) - -
P, aff- rubella Hook. 22 2x Bai & Subramanian (1985) - -
Samuel & Morawetz (1989)
P. aff. thomsoni Hook. 66 6x CCDB-Rice et al. (2014) - -
P, aff. urvilleana C. D. 44 4x Muray & Lange (1999) - -

* Manuscrito original ndo acessado
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4. CONSIDERACOES FINAIS

O género Peperomia possui sistematica controvérsia e apesar da relevancia em
diferentes aspectos, sua biologia permanece pouco compreendida. As informagdes
do niimero de cromossomos e conteido de DNA nuclear sdo tuteis em estudos
evolutivos, entretanto, para espécies de Peperomia estes dados ainda sdo limitados.
Até o presente levantamento, somente 5% das espécies descritas para o género
possuem o nimero cromossomico reportados. Em relagdo ao conteudo de DNA
nuclear, o nimero de espécies avaliadas ¢ ainda menor, e atinge somente 0,54%.
Portanto, estudos que visem ampliar o conhecimento do genoma para mais espécies
sd0 imperativos. Assim, o emprego da citogenética e da ferramenta citometria de
fluxo podem dar suporte para melhorar a compreensdo taxondmica, sistematica e
evolutiva do género. Além disso, os dados fornecidos podem subsidiar estudos de

melhoramento genético e conservagao das espécies.
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Capitulo 11

O GENERO COSTUS (COSTACEAE)

Weslaine de Almeida Macedo
Lindisai Fernandes

Isane Vera Karsburg
1. INTRODUCAO

Espécies vegetais vém sendo utilizadas para fins medicinais desde ha tempos
remotos pois ¢ uma boa opg¢ao terapéutica. No inicio eram usadas principalmente
por pessoas de regides com baixa rentabilidade (AMOROZO, 2002). Porém com
o passar dos anos as plantas medicinais passaram a ser utilizadas por grande parte
das populagdes, mesmo as de rentabilidade maior. E foi a partir do conhecimento
e uso popular das pessoas que as plantas medicinais passaram a ser utilizadas na
fabricagdo de medicamentos na medicina tradicional (FIRMO et al., 2011).

Logo apds serem feitos estudos da anatomia das espécies da familia
Costaceae, esta foi separada da familia Zingiberaceae, por apresentar muitas
espécies medicinais (TOMLINSON, 1962; KRESS, 1990). Espécies de Costaceae
sdo usadas na medicina popular brasileira principalmente suas folhas, hastes e
rizomas (LORENZE & MATOS, 2002), no tratamento de calculos renais,
reumatismo e diabetes, pela acdo depurativa, diurética e cicatrizante (MARTINS
etal., 2003; TRESVENZOL et al., 2006; MENEZES, 2007).

Embora as plantas medicinais apresentem varios beneficios a satde, podem
surgir alguns efeitos colaterais decorrentes da toxidade dos extratos, altas dosagens
ou interagdo com outros medicamentos, sendo necessario obter informagoes
fitoquimicas da planta e métodos que padronizem um sistema de cultivo adequado
e em larga escala. Sendo assim estudos que visem a propagac¢do destas espécies e
a investigacdo de seus efeitos genotoxicos, anti-proliferativos e anti-mutagénicos
sobre as células sdo fundamentais (ROCHA, 2013).

No comércio de plantas ornamentais a presenga de espécies da Familia

Costaceae também tem sido constatada, tanto para plantas de vaso para decoragdo
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de interiores ou mudas para emprego em jardins, como para flores de corte,
utilizando-se as inflorescéncias em arranjos florais. As espécies de Costaceae
apresentam um crescimento intenso e de rapido florescimento e alta durabilidade
pos colheita. Possuem extrema adaptag@o as condi¢des abidticas, apresentando
uma crescente demanda no mercado, sendo bem aceitas nos mercados nacional e
internacional (CASTRO et al., 2011).

Varios autores abordaram as questdes evolutivas e taxondmicas da familia
Costaceae e o género Costus na busca de respostas mais concretas e precisas
do nimero de espécies e sua origem evolutiva mediante as incertezas ainda
existentes (MAAS, 1972; SPECHT et al., 2001; SPECHT, 2006; ANDRE et al.,
2016). Poucos foram os estudos de caracterizagdo do caridtipo voltados para as
espécies do género Costus, sabe-se que a maioria das Costaceae apresentam um
conjunto cromossomico hapléide de n=9 e uma variagao cromossomica em células
somdticas entre 2n=2x= 18 a 2n= 16x= 144. Estudos citogenéticos contribuem com
esclarecimentos da ocorréncia de poliploidia e hibridag¢ao (recombinagao genética)
para a evolugio destas plantas (ANDRE, 2016). Com base nos dados citologicos,
pode-se concluir que a poliploidia e as alteragdes estruturais dos cromossomos tém
desempenhado papel importante na evolugao desse género (SUBRAHMANYAM
& KHOSHOO, 1986).

2. FAMILIA COSTACEAE

Costaceae integra a ordem Zingiberales (APG IV 2016), abrange sete géneros
e cerca de 120 a 150 espécies, e possui distribui¢do nos tropicos e subtropicos do
Velho e do Novo Mundo (MAAS 1972, 1977). Os géneros sao: Costus, com 0
maior numero de espécies (cerca de 80), Cheilocostus, Chamaecostus, Paracostus,
Dimerocostus, Monocostus e Tapeinochilos. Esta familia tem distribuicao
natural na América, Africa, Asia e norte da Australia, sendo pouco explorada
economicamente apesar de seu potencial ornamental. De forma esporadica ¢é
possivel encontrar algumas plantas no comércio, tanto como plantas de vaso, mudas
para jardins, flores de corte ou plantas medicinais. Para o Brasil, sdo registrados
trés géneros: Chamaecostus C.Specht & D.W.Stev., com seis espécies, e Costus

L., com 16 espécies, ambos de ocorréncia predominante na Regido Norte, além
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de Dimerocostus Kuntze (D. strobilaceus Kuntze, no Acre) (SOUZA E LORENZI
2008; MAAS & MAAS 2010; BFG, 2015).

Espécies de Costaceae sdo ervas perenes; rizoma com ramificacao
simpodial, caules aéreos ndo ramificados, eretos ou em espiral. Suas folhas sao
espiraladas, raramente rosuladas, pecioladas, bainha tubulosa, fechada; ligula
truncada ou bilobada; limbo inteiro, simples, lanceolado, eliptico ou obovado,
peniparalelinérveo; inflorescéncias terminais, espigas compactas, alongadas ou
capitadas, ou raramente flores axilares; bracteas densamente imbricadas, com ou
sem apéndice apical folidceo (calo), glandula nectarifera linear, abaixo do éapice;
bractéolas carenadas ou tubulosas (JARDIM et al., 2016).

As flores desta familia sdo bissexuadas, zigomorfas; sépalas (3), unidas,
formando um calice tubuloso, trilobado; pétalas (3), unidas entre si geralmente
até a metade; labelo petaloide formado pela fusdo de 5 estaminodios; estame (1),
filete achatado, ligeiramente petaloide, antera biteca, introrsa, rimosa; ovario
infero, bi ou trilocular, estilete filiforme, entre as tecas, estigma bilamelado ou
capitado, 6vulos numerosos, placentacdo axilar; nectarios septais. Frutos capsulas
loculicidas, calice persistente. Sementes angular-ovoides, marrom-escuras ou
pretas, arilo branco (JARDIM et al., 2016).

Espécies da familia Costaceae tem sido amplamente comercializadas, seja
para plantas de vaso e também decoracdo de interiores ou mudas para emprego
em jardins, como para flores de corte, utilizando-se as inflorescéncias em arranjos
florais. As espécies de Costaceae apresentam um crescimento intenso e de rapido
florescimento e alta durabilidade pds colheita. Possuem extrema adaptacgdo as
condigdes abidticas, apresentando uma crescente demanda no mercado, sendo bem
aceitas nos mercados nacional e internacional (CASTRO et al., 2011).

As plantas desta familia além de utilizacdo no quesito de ornamentagao,
sdo muito usadas na medicina popular brasileira, o qual sdo feitos usos de suas
folhas, caule, flores e rizomas principalmente na regido Amazonica (LORENZI
& MATOS, 2002), sendo: depurativos, adstringentes e diuréticos (BOORHEM,
1999; BORRAS, 2003). A decocgio das partes vegetativas das espécies atua no
tratamento de irritagdes vaginais, leucorréias e ulceras. De maneira geral o suco
do caule fresco diluido € eficaz no tratamento de gonorreia, sifilis, nefrite, picada

de insetos, problemas de bexiga e diabetes. As folhas podem ser combinadas com
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Bonamia ferruginea “cipo-tuira” (Choisy) Hallier em forma de combinagdes
(garrafadas) no tratamento da malaria, hepatite e diabetes (MARTINS et al., 2003;
MENEZES, 2007).

3. GENERO Costus
3.1. Importancia econdmica

Conhecidas como cana-mansa, canarana, cana-de-macaco, canela-de-ema,
pobre-velho e cana-do-brejo (LORENZI & SOUZA, 1999; LORENZI & MATOS,
2002; BORRAS, 2003), plantas do género Costus possuem efeitos fitoterapicos
com acdo depurativa e diurética, analgésica para bexiga e uretra, sendo comumente
utilizada na medicina popular (OLIVEIRA et al., 2008) aliviando infec¢des
urinarias e auxiliando eliminacdo de pedras renais e formagdes de cristais
(MENEZES, 2007, COGAIN et al., 2015), seu cha é usado como depurativo,
adstringente e diurético e no tratamento de irritagdes vaginais, leucorréias e tlceras
(BOORHEM & LAGE, 2009; BORRAS, 2003).

O suco do caule fresco ¢ eficaz no tratamento de gonorréia, sifilis, nefrite,
picada de insetos, problemas de bexiga e diabetes (ALBUQUERQUE, 1989;
BORRAS, 2003). As folhas sdo utilizadas no tratamento da maléria, hepatite e
diabetes em forma de combinagdes (garrafadas). A infusdo das folhas é usada
contra hipertensdo e a infusdo dos colmos ¢ usada contra cdlicas intestinais (DI
STASI & LIMA, 2002). Contém, em seu rizoma, uma quantidade apreciavel de
diosgenina, uma sapogenina esteroidal usada para a sintese de cortisona, hormonios
sexuais e contraceptivos (DASGUPTA & PANDEY, 1970).

Além destas aplicagdes, também se destacam como plantas ornamentais. Os
interesses por algumas espécies desse género se ddo como flor de corte pela grande
durabilidade pos-colheita das inflorescéncias, enquanto o uso no paisagismo em
vasos ou em canteiros esta relacionado ao longo periodo de floracao, a arquitetura
da planta, a variagdo da textura, a forma e cor de folhas e inflorescéncias e a
adaptac@o a diferentes locais de cultivo (CASTRO, 1995; CASTRO et al., 2011).

Por conta da baixa exploracdo econdmica, esporadicamente, ¢ possivel
encontrar algumas plantas no comércio, tanto como plantas de vaso, mudas para
jardins, flores de corte ou plantas medicinais (CASTRO et al., 2011).
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3.2. Aspectos morfologicos

Ervas terrestres, rizomatosas, perenes, geralmente possuem de um a trés
metros de altura (SALZMAN et al., 2015), ndo ramificadas. Possuem caule aéreo.
Folhas com ligula geralmente pronunciada, de apice acuminado. Inflorescéncia
terminal, disposta em ramos &filos ou foliosos, bracteas persistentes ovado-
triangulares podendo ser verdes, vermelhas, amarelas, alaranjadas (brilhantemente
coloridas), algumas vezes, com apéndice apical folidceo conspicuas, coridceas,
raramente cartaceas, comumente com apéndice apical folidceo; bractéola dobrada,
carenada. Suas flores com calice raramente excedendo o comprimento das
bracteas; estame 1, filete petaloide; labelo do mesmo comprimento ou superando a
corola; ovério trilocular, com numerosos 6vulos dispostos em fileiras de 2; estigma
2-lamelado com apéndice dorsal bilobado, lobos do calice triangulares, tubo da
corola igual ao comprimento do célice, lobos estreitamente elipticos, em geral
grande e vistoso; estame estreitamente eliptico; ovario com 6vulos 2-seriados. A
capsula deiscente ou indeiscente, alva, elipsdide a globosa; sementes carnosas,
pretas ou castanhas, 2-4 mm, arilo alvo, grande e lacerado; muitas vezes todas as
sementes do mesmo loculo, na deiscéncia, coalescentes pelos seus arilos (ANTAR
& SANO, 2016; JARDIM et al., 2016).

3.3. Botanica e Distribuicio geografica

A polinizacdo do género Costus ¢ feita por um nimero limitado de taxa, os
polinizadores sdo as abelhas ou os beija-flores, indicando alto grau de especializagdo
destas plantas e de seus polinizadores (KAY & SCHEMSKE, 2003; ARAUJO &
OLIVEIRA, 2007).

O padrao de floracdo anual é de quatro a cinco meses, ocorrendo entre
novembro e abril, na estagdo chuvosa com formagdo de frutos no final desta
estagdo (SCHEMSKE, 1983; NEWSTROM et al., 1994; BUZATO et al., 2000;
ARAUJO & OLIVEIRA, 2007). A maioria das espécies de Costus se reproduzem
por propagacdo vegetativa (MAAS, 1997). Geralmente, estas crescem em baixa
densidade populacional. A maioria produz apenas uma flor por dia, podendo,

com raridade, produzir duas e apresentam um periodo de floracdo estendido
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(SCHEMSKE,1981; KAY & SCHEMSKE, 2003). Algumas espécies se
desenvolvem a pleno sol e outras sob sombra; ou, ainda, sdo resistentes ao frio
intenso e ja outras estritamente tropicais (CASTRO et al., 2011).

Estudos filogenéticos utilizando caracteres morfologicos e moleculares
apontam Costus como polifilético. Assim, uma nova circunscri¢ao foi proposta,
na qual sdo reconhecidos como géneros: Costus, Paracostus, Cheilocostus e
Chamaecostus (SPECHT et al., 2001, SPECHT & STEVENSON 2006). O
género Costus € omaior da familia Costaceae, com 125a 175 espécies (STEVENSON
& STEVENSON, 2004) de distribui¢do pantropical, mas, segundo Costa et al.,
(2011), este namero de espécies ¢ de aproximadamente 100, destas, cerca de 20
ocorrem no Brasil. Ja Salzman et al. (2015) destacam, na circunscricao atual, que,
Costus € um genéro monofilético € possui cerca de 80 espécies, encontradas na
América do Sul em florestas chuvosas; segundo Maas ¢ Maas (2015), no Brasil,
ocorrem 16 espécies distribuidas em todas as regides, predominantemente em
ambientes florestais associados a locais imidos e sombreados. De acordo com André
et al. (2016), quase metade das espécies neotropicais de Costus sdo endémicas da
América Central mantendo uma distribui¢do com cerca de 29 espécies na Africa
e 51 nos Neotropicos. No sudeste da Asia e nordeste da Australia com cerca de 5
espécies (KAMER & MAAS, 2003). Esta variagdo no nimero de espécies € devido

a complexidade para identificacdo e diferenciagdo dessas plantas.
3.4. Cariétipo do género

Em relacdo ao cariotipo do género, o numero cromossdmico pode variar,
apresentando 2n= 18, 36, 27... a 144 cromossomos somaticos (BOEM, 1931; SATO,
1960; MAHANTY, 1970; MAAS, 1972; GUERRA, 1988; MUKHOPADHYAY
& SHARMA, 1990; VOVIDES & LASCURALIN, 1995). O numero basico ou
o conjunto haploide do género Costus ¢ n=9 (MAAS, 1972; RAVEN, 1975)
como mostra a tabela 1. Pode-se, portanto, considerar a ocorréncia de individuos
haploides, diploide, poliploides, triploides e tetraploides entre as espécies.

Subrahmanyam & Khoshoo (1986) afirmaram que trés espécies do género,
coletadas em diferentes regides da India, estudadas em angulo citogeografico, que

os materiais de diferentes regides geograficas possuem diferentes niveis de ploidia.
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A poliploidia tem sido um fator importante na adaptag@o, especiagio, e evolugao
dos eucariontes (LAVANIA & SRIVASTAVA, 1999; MASTERSON, 1994,
OTTO & WHITTON, 2000), estando, frequentemente, associada a mudangas na
morfologia, fenologia, metabolismo, taxas de desenvolvimento, regulagdo génica
e tolerancias fisioldgicas (OTTO & WHITTON, 2000).

Tabela 1. Nimeros cromossdémicos de espécies do género Costus, abordados na

literatura.
Numero
Espécie cromossdmico Autor
n 2n
Costus albus A. Chev 36 Mabhanty (1970)
C. afer Ker-Gawl 18; 36 Gill (1978); Venkatasubban (1946)
C. amazonicus (Loes.) J.F.Macbr 18 Fernandes et al.,(2020)
C arabicus 18 ?;Iggz )(1972); Fernandes et al.,
C. bicolor J. Braun et K. Schum 18 Venkatasubban (1946)
C. brasiliensis K. Schum 18 Guerra (1988)
C. curvibracteatus Maas 18 Guerra (1988)
C. cylindricus (Plum.) Jacq. 18 Simmonds (1953)
C. deistelii K. Schum 18 Miege (1962)
C. dhaninivatii K. Larsen 18 Larsen (1965)
C. dinklagei K. Schum 18 Miege (1962)
C. dir.zoi Garcia-Mend e Ibarra- 27 28: 28 Vovides & Lascurain (1995);
Manriquez > Vovides (1994)
C discolor Roscoe 18 Xegn7k(;1)tasubban (1946), Mahanty
C. dubius K. Schum 36 Chen et al. (1986)
C. elegans Host. Ex Peters 18; 27 Kiﬁ;;ﬁ;i%‘i:ﬁ 8 ggg; ’
C. englerianus K. Schum 36 Mabhanty (1970)
C. erythrocoryne K. Schum 18 Guerra (1988)
C. friedrichsenii O. G. Peters. 18 Simmonds (1953)
C. giganteus Welw. Ex Ridl. 18 Miege (1962)
C. glabratus Sw. 36 Venkatasubban (1946)

(continua...)
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Tabela 1. Nimeros cromossoémicos de espécies do género Costus, abordados na

literatura. (Continuagdo)

Numero
Espécie cromossomico Autor
n 2n
C. glaucus Maas 18 Guerra (1988)
C. guanaiensis Rusby 18 Guerra (1988)
C. igneus N.E. Br. 18 Venkatasubban (1946)
C. lacerus Gagnep 18 Chen et al. (1987)
C. lucanusianus J. Braun et K. 18.27: 36 Edeoga & Okoli (2000); Miege
Schum > (1962)
C. macrostrobilus K. Schum 18 Mabhanty (1970)
18 18. 27 Subrahmanyam e Khoshoo
C. malortieanus H. Wendl i 36’ > (1986); Miege (1962);
Omanakumari e Mathew (1988)
C. megalobractea K. Schum 36 (Slu 9bgr261§1manyam & Khoshoo
C. musaicus Hort. 108 Venkatasubban (1946)
C. niveus G. Mey 18 Mahanty (1970)
C. niveo-purpures Jacq. 18 Simmonds (1953)
13- 18. 36: Vovides & Lascurain (1995);
C. pictus D. Don ex Lindl. 9 > L7 77 Vovides (1994); Venkatasubban
36
(1946)
Maas (1972); Guerra (1988),
C. pulverulentus C. Presl 18 Vovides ¢ Lascurain (1995)
C. rumphianus Valeton ex K.
Heyne 18 Mabhanty (1970)
Maas (1972), Vovides (1994),
C. scaber Ruis e Pav 18 Vovides & Lascurain (1995);
Fernades et al., (2020)
C. schlechteri H. Winkl 27 Mabhanty (1970)
C. sericeus 27 Simmonds (1953)

18,27,36;  Miege (1962), Tyagi (1988), Lodh

18,36; 18, & Basu (2013); Subrahmanyam &

27,36,54, Khoshoo (1986); Mukhopadhyay
72, 144 & Sharma (1990)

C. speciosus (Koenig) Sm.

C. spectabilis (Fenzl) K. Schum 18,27 Miege (1962)
C. spiralis var. spiralis 18 Maas (1972)

(continua...)
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Tabela 1. Nimeros cromossoémicos de espécies do género Costus, abordados na

literatura. (Continuagdo)

Numero
Espécie cromossomico Autor
n 2n
C. spiralis var. villosus 18 Maas (1972)
C. spiralis (Jacq.) Roscoe 18 Fernandes et al.,(2020)
C. talbotii Ridl. 18 Miege (1962)
gc ttlizfrjrllaenbekianus J. Braun et K. 18 Mahanty (1970)
C. tonkinensis Gagnep 18 Chen e Chen (1984)
C. villosus K. Schum 27 Venkatasubban (1946)
C. zechii K. Schum 18 Gill (1978)

A morfologia cromossomica de Costus também foi relatada em alguns
trabalhos. Varias foram as analises realizadas quanto ao numero cromossomico,
como pode ser visto na tabela anterior (tabela 1), porém poucos estudos evidenciam
sua morfologia. Dentre os poucos, pode-se citar o trabalho realizado por Guerra
(1988), que, para seis espécies de Costus, 0 comprimento cromossdmico variou
entre 2,0 = 5,5 pum distribuidos em pares metacéntricos e submetacéntricos em
todas as espécies analisadas. Mahanty (1970) evidenciou a ocorréncia de variag@o
do comprimento cromossdmico de 2,3 + 3,7 um em oito espécies estudadas. Por
sua vez, Lodh & Basu (2013) descreveram, para o comprimento cromossomico,
variagdo de 1,47 + 3,27 um para C. speciosus (representantes diploides); 1,6 +4,37
pum em triploides e 1,57 + 4,27 pm em tetrapldides. O cariotipo de C. lucanusianus,
na concepg¢do de Edeoga & Okoli (2000), ¢ composto por 1 par de metacéntricos

e 8 pares de cromossomos acrocéntricos de acordo com a aposi¢ao do centromero
(1IM+8A).

3.5. Espécies de Costus L. que sao utilizadas como ornamentais e medicinais

De acordo com o estudo de Fernandes et al., (2020), ao analisar o nimero
cromossdmico de espécies de Costus adotando a metodologia de Carvalho et al.
(2007) e Carvalho & Saraiva (1993), concluiu que as espécies C. arabicus, C.

spiralis, C. scaber e C. amazonicus apresentaram 2n = 2x =18 cromossomos,
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sendo o niimero cromossdmico basico n = 9.

E no estudo de Macedo (2020), ao analisar a citogenotoxicidade destas
quatro espécies de Costus (C. spiralis, C. amazonicus, C. scaber ¢ C. arabicus),
verificou que houve efeitos citotoxicos e genotoxicos, além de alta percentagem de
efeito antiprofilerativo em algumas concentragdes utilizadas, sendo assim as quatro
espécies podem ser utilizadas no melhoramento genético de plantas no quesito
de farmacologia, principalmente no ramo da oncologia, por possuir compostos
secundarios inibitorios da divisdo celular.

Além disso Macedo (2020), recomenda para a populagdo que faz uso
destas espécies, nao utilizar altas concentra¢des de Costus L. e nem fazer uso por
varios dias consecutivos, devido poder trazer danos a satide do organismo, pois
apresentou alto indice citotoxico e genotoxico em algumas concentragdes a medida

que aumentou o tempo de exposigao.

3.5.1. Costus spiralis (Jacq.) Roscoe

Costus spiralis (Figura 1) é popularmente usada para o tratamento de
infecgdes urinarias, calculos renais, infecgcdes de garganta, cancer de prostata,
hipertensdo arterial, diarreia, hepatite, sifilis, gonorreia e diabetes mellitus
(SILVEIRA & RIEDER, 2009).

Figura 1. Costus spiralis (Jacq.) Roscoe. Fonte: Weslaine de Almeida Maced
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Sédo ervas que possuem de 1 & 3,5 metros de altura; folhas com peciolo de 2
a 17 milimetros de comprimento; a bainha possui de 5 a 20 milimetros de largura;
a ligula truncada de 2 a 10 milimetros de comprimento; ldmina estreitamente
eliptica a estreitamente obovada de 8 a 30 centimetros, apice agudo a acuminado,
base cuneada a arredondada, face adaxial glabra, face abaxial glabra passando a
pubérula préximo ao apice. Inflorescéncias ovoides de 4 a 11 podendo chegar até
centimetros de comprimento; bracteas vermelhas em ambas as faces, coridceas,
largamente ovadas de 20 a 40 milimetros de comprimento; bractéolas de 15 a
29 milimetros de comprimento. Suas flores possuem calice de cor vermelho-
purpureo de 6 & 13 milimetros de comprimento; a corola é de cor vermelho-salméao
a vermelho-purptireo em ambas as faces de 45 a 60 milimetros de comprimento,
lobos de 35 a 45 milimetros de comprimento; labelo vermelho-réseo, oblongo
obovado quando estendido de 25 a 30 milimetros de comprimento, lobos laterais
encurvados, formando um tubo delgado, vermelho, lobo mediano branco;
estame vermelho, dpice amarelo de 25 a 30 milimetros de comprimento; estigma
bilamelado. As capsulas sao elipsoides de 1 a 1,3 centimetros de comprimento
(JARDIM et al., 2016).

Costus spiralis (Jacq.) Roscoe ocorre na América do Sul tropical em florestas
chuvosas, savanas, ou em afloramentos graniticos exceto na regido andina. No
Brasil, ocorre em diversas regides, sendo: cerrado, mata estacional semidecidua,
restinga, areas de mata proximas a rios e em plantagdes de cacau. As flores sdo
coletadas de janeiro a julho e com frutos em marco (MAAS, 1972; JARDIM et
al., 2016).

Costus spiralis apresenta padrao de floragdo anual com duracdo média de 4 a
5 meses. Este padrao é semelhante ao descrito para populagdes da mesma espécie
para areas da Mata Atlantica. Como outras espécies do género (SCHEMSKE,
1983), C. spiralis floresce na estacdo chuvosa e frutifica no fim desta estacao.
Apresenta estratégia de floracdo do tipo disponibilidade regular, com a produgéo
de uma ou duas flores por inflorescéncia por dia durante um periodo prolongado
(ARAUJO & OLIVEIRA, 2007).

Para Smith et al. (2004), esta espécie, assim como outras espécies deste
género possui inflorescéncias com bracteas vermelhas que tem func¢do de atrair

os polinizadores (STILES, 1981). As flores de C. spiralis sao morfologicamente
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complexas e similares a outras espécies de Costus polinizadas por aves, que
geralmente sdo alaranjadas, vermelhas ou rosa, com as bracteas da mesma cor,
enquanto as flores das espécies polinizadas por abelhas frequentemente sao brancas,
amarelas, alaranjadas e raramente vermelhas, com as bracteas das inflorescéncias
geralmente verdes. As flores polinizadas por aves geralmente apresentam o labio
pequeno e tubular enquanto naquelas polinizadas por abelhas este 1abio € curto e
largo podendo ser usado como plataforma de pouso (SPECHT et al. 2001).

Considerando que extratos de varias espécies de Costus sao utilizados para
controlar os niveis de glicose no sangue, ¢ notdrio que as propriedades anti-
hiperglicémicas de C. spiralis resulta da atividade de AGI conferida pela presenca
de flavonoides (OLIVEIRA et al., 2018).

3.5.2. Costus amazonicus (Loes.) J.F.Macbr

Costus amazonicus (Loes.) J.F.Macbr (Figura 2), recentemente reclassificada
como Costus arabicus L. variegata (CASTRO et al., 2011), ¢ uma espécie que
possui porte de 1 a 3 metros de altura, suas folhas sdo estreitamente obovada ovais e
a inflorescéncia pode ser ovdide ou cilindrica de cor amarela, laranja-amarelado ou
branco-amarelado, a corola é amarela e com 16bulos laterais descascados amarelos
escuros enquanto os lobos médios tém uma zona amarela no centro com margem
vermelha no centro. O uso ornamental desta espécie esta relacionado ao longo
periodo de floragdo, a arquitetura da planta, a variacdo da textura, forma e cor de
folhas e inflorescéncias e a adaptacao a diferentes locais de cultivo. Originalmente
da América do Sul, essa planta ¢ muito popular no Havai e na Florida. Esta espécie
¢ distribuida na regido amazodnica do Brasil, Coldmbia, Equador e Peru e sua
ocorréncia: no Brasil nos estados da Amazdénia e Mato Grosso (COSTA et al.,
2012).

Costus amazonicus de porte baixo e habito expandido apresenta baixa
capacidade de cobertura do solo decorrente da emissao de poucas hastes foliares
levemente decumbentes. Possivelmente em plantios adensados dessa espécie,
esta dificuldade seja facilmente superada. Entretanto, face as suas exdticas folhas
variegadas em verde e creme, mantidas por longo periodo, esta espécie pode ser

caracterizada como exuberante e muito atraente, com elevado potencial de uso em
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jardins tropicais que necessitam de espécies de sombra, que possam fazer contraste
de cor e textura com as outras folhagens, cresce em uma moita, melhor em solo
rico e altamente organico, com umidade regular. Facil de cultivar, pode até ser
propagado a partir de estacas (CASTRO et al., 2011).

Figura 2. Costus amazonicus (Loes.) J.F.Macbr. Fonte: Weslaine de Almeida
Macedo

Passos (2019) traz que esta espécie, além de ser utilizada como ornamental
devido a beleza e durabilidade de suas flores, e na medicina popular por possuir
compostos secundarios em seus rizomas, caules, flores e folhas, sendo utilizada
para tratar diversos problemas urinarios e todos aqueles relacionados com
retencao hidrica, de alguma maneira, ¢ também utilizada na alimentagdo como
plantas alimenticias ndo convencionais (PANC), sendo utilizadas as folhas e flores

na forma de sucos, geleias e saladas.
3.5.3. Costus scaber Ruiz & Pav.

Como muitas espécies da ordem Zingiberales a Costus scaber (Figura 3),
¢ uma planta rizomatosa com crescimento simpodial, possui brotos aéreos bem

desenvolvidos com inflorescéncia terminal. A parte aérea pode chegar a 3 metros
de altura (KIRCHOFF & RUTISHAUSER, 1990).

324



Figura 3. Costus scaber Ruiz & Pav.Fonte. Fonte: Weslaine de Almeida Macedo

Sdo ervas que possuem de 1 a 3 metros de altura, suas folhas possuem
peciolo de 2 a10 milimetros de comprimento; a bainha tem de 5 a15 milimetros
de largura; a ligula truncada de 2 a 12 milimetros de comprimento; ldmina eliptica
a obovada, de 10 a 11 centimetros, apice agudo, base cuneada a arredondada,
face adaxial esparsamente pilosa a glabra, face abaxial glabra passando a
pubérula proximo ao apice; suas inflorescéncias sdo ovoides a estreitamente
cilindricas de 4 a 11 centimetros de comprimento; as bracteas sdo vermelhas a
laranja avermelhadas em ambas as faces, coriaceas, largamente ovadas de 20 a
35 milimetros de comprimento; bractéolas de 9 a 12 milimetros de comprimento.
As flores possuem calice de cor vermelha medindo de 30 a 70 milimetros de
comprimento; a corola varia de cor laranja a amarela em ambas as faces de 35 a 40
milimetros de comprimento; labelo amarelo, oblongo-obovado quando estendido
de 20 a 30 milimetros de comprimento; lobos laterais encurvados, formando um
tubo delgado, vermelho purptreo, o mediano branco; estame vermelho a laranja-
avermelhado, apice amarelo medindo de 20 a 25 milimetros de comprimento; o
estigma ¢ bilamelado e capsulas sdo elipsoides a subglobosas medindo de 0,7 a
1,2 centimetros de comprimento (JARDIM et al., 2016).

Os brotos aéreos ndo sio ramificados e sustentam entre 11 e 24 catafilos em

suas regides e¢ 18 a 42 folhas. A inflorescéncia terminal apresenta entre 50 e 82
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bracteas fica por um periodo de varios meses, o periodo de floracdo geralmente
se estende de abril a setembro. Contudo, ocasionalmente ¢ possivel encontre
inflorescéncias e flores até¢ dezembro (KIRCHOFF, 1986).

Sua distribuigdo geografica se da por toda a América do Sul tropical, no
Brasil ocorre nas Regides Norte, Centro-Oeste (Mato Grosso), Sudeste (Espirito
Santo), Sul (Santa Catarina) e Nordeste (Pernambuco e Bahia). G8, H8, I8: floresta
ombrofila, préximo a rios e em plantagdes de cacau, mata mesdfila e restinga.
Coletada com flores de marco a julho e com frutos de fevereiro a marco (MAAS
& MAAS 2016; JARDIM et al., 2016).

Costus scaber assemelha-se a C. spiralis quanto a coloracdo das bracteas e
tamanho do labelo, diferenciando-se principalmente pela cor da corola e do labelo:
em C. scaber, a corola ¢ laranja a amarela e o labelo amarelo, enquanto em C.
spiralis, ambos sdo vermelho-purpureos. Na auséncia da coloracdo das flores, as
medidas das pecas florais devem ser consideradas: em C. spiralis, elas sdo maiores
que em C. scaber (JARDIM et al., 2016).

3.5.4. Costus arabicus L.

A espécie Costus arabicus L. (Figura 4), sdo ervas que possuem 1 a 3 metros
de altura, suas folhas possuem peciolo de 2 a 7 milimetros de comprimento; a
bainha de 5 a 15 milimetros de largura; ligula truncada de 2 a 10 milimetros
de comprimento; ldmina estreitamente ovada a obovada de 9 a 22 centimetros,
apice agudo, base cordada, face adaxial glabra, a abaxial pubérula a velutina.
Inflorescéncias ovoides a fusiformes de 6 a 13 centimetros de comprimento;
bracteas verdes na face externa, vermelhas na interna, largamente ovadas de 25 a
45 milimetros de comprimento; bractéolas de 20 a 34 milimetros de comprimento.
As flores com calice vermelho-rosado de 11 a 14 milimetros de comprimento;
corola branca de 60 a 70 milimetros de comprimento, tubo de 15 a 20 milimetros
de comprimento, lobos de 40 a 50 milimetros de comprimento; labelo branco,
largamente obovado quando estendido de 50 a 70 milimetros de comprimentos,
lobos laterais geralmente purpura, o mediano com mancha central amarela; estame
branco de 40 a 50 milimetros de comprimento; estigma bilamelado e capsulas

elipsoides medindo de 1 a 1,8 centimetros de comprimento (JARDIM et al., 2016).
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Figura 4. Costus arabicus L. Fonte: Weslaine de Almeida Macedo

Ocorre nas Antilhas e América do Sul tropical. No Brasil, distribui-se em
todas as Regides, mas no Nordeste, apenas nos estados da Bahia e do Maranhao.
Floresta ombrdfila do sul da Bahia, em areas proximas a rios e em plantacdes de
cacau. E coletada com flores em abril e de setembro a dezembro e com frutos de
maio a julho. C. arabicus se destaca prontamente pela base da folha geralmente
cordada, o que raramente acontece no género. E utilizada como medicinal e o
extrato etanolico e hexanico do seu rizoma apresenta potencial antibacteriano e
antifingico (TINTINO et al. 2013).

4. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALBUQUERQUE, L.S.B.; NEVES, L.J. Anatomia de Alpinia zerumbet (Pers.)
Burtt Smith (Zingiberaceae). Acta Botanica Brasilica, v.18, n.1, p.109-121, 2004.

AMOROZO, M. C. M. Uso e diversidade de plantas medicinais em Santo Antonio
do Leverger. Acta Botanica Brasilica, v.16, p.189-203, 2002.

ANDRE, T.; SALZMAN, S., WENDT, T.; SPECHT, C. D. Speciation dynamics and

biogeography of Neotropical spiral gingers (Costaceae). Molecular phylogenetics
and evolution, v.103, p. 55-63, 2016.

327



Topicos Especiais em Genética e Melhoramento 111

ANTAR, G. M.; SANO, P. T. Flora da serra do cipd, Minas Gerais: Costaceae.
Boletim de Botanica USP, v.34, p.1-5, 2016.

APG IV. An update of the Angiosperm Phylogeny Group classification for the
orders and families of flowering plants. Botanical Journal of the Linnean Society
v.161, p.105-121, 2016.

ARAUIJO, F. P;; OLIVEIRA, P. E. Biologia floral de Costus spiralis (Jacq.) Roscoe
(Costaceae) e mecanismos para evitar a autopolinizagdo. Revista Brasileira de
Botanica, v.30 n.1, 61-70, 2007.

BFG (the Brazil Flora Group). Growing knowledge: an overview of Seed Plant
diversity in Brazil. Rodriguésia v.66, n.4, p. 1085-1113, 2015.

BOORHEM, R. L. Segredos e virtudes das plantas medicinais. Reader’s Digest
Brasil Ltda, p.1109-1110, 1999.

BOORHEM, R. L.; LAGE, E. B. Drogas e extratos vegetais utilizados em
fitoterapia. Revista Fitos, v.4, n.1, p.37-55, 2009.

BORRAS, M.R.L. Plantas da Amazdnia: medicinais ou magicas - Plantas
comercializadas no mercado Adolpho Lisboa. Manaus: Valer, 2003. 322p.

BUZATO, S.; M. SAZIMA; SAZIMA, I. Hummingboard-pollinated floras at three
Atlantic Forest sites. Biotropica, v.32, p.824-841, 2000.

CASTRO, C.E. F.; MOREIRA, S.R.; CASTRO, C.R.; SOUZA, F. V. D.; LOGES,
V.; GONCALVES, C.; DE MOURA, L. F. Avaliacdo de espécies de Costaceae para
uso ornamental. Ornamental Horticulture, v.17, n.1, p.63-74, 2011.

CASTRO, C.E.F. Inter-relacdes das familias das Zingiberales. Revista Brasileira
de Horticultura Ornamental, voll, n.1, p.2-11, 1995.

COGAIN, M. R.; LINNES, M. P;; LEE, H. J.; KRAMBECK, A. E.; UCHOA, J.
C. M.; KLIM, S., LIESKE, J. C. Aqueous extract of Costus arabicus in Hibits
calcium oxalate crystal growth and adhesion to renal epithelial cell. Urolitiase,
v.43,n.2, p.119-124, 2015.

COSTA, F. R. C.; ESPINELLI, F. P.; FIGUEIREDO, F. O. G. Guide to the

zingiberales of PPBio sites in brazilian western Amazonia. Manaus: Attema
Design Editorial, 2011. 284p.

328



PPGGM

COSTA, V. P.; HAYASHI, A. H.; DE CARVALHO, M. A. M_; SILVA, E. A.
Aspectos fisiologicos, anatomicos e ultra-estruturais do rizoma de Costus arabicus
L.(Costaceae) sob condic¢oes de déficit hidrico. Hoehnea, v.39, n.1, 125-137, 2012.

DASGUPTA, B.; PANDEY, W. B. A new Indian source of diosgenin (Costus
speciosus). Experientia, v.26, n.5, p.475-476, 1970.

DI STASI, L. C.; LIMA, H. C. A. Plantas medicinais na Amazonia ¢ na Mata
Atlantica. 2° edicdo. UNES. 2002. 52p.

EDEOGA, H. O.; OKOLI, B. E. chromosome numbers of Costus lucanusianus
(Costaceae) in Nigeria. Folia Geobotanica, v.35, p.315-318, 2000.

FERNANDES, L.; KARSBURG, L.V.; MELO, V.S.; GALLO, R.; Cari6tipo
e conteudo de DNA nuclear de quatro espécies do género Costus L.: uma
contribui¢do citotaxondmica e evolutiva. Brazilian Journal of Development v.6,
p. 72196-72237, 2020.

FIRMO, W. D. C. A.; DE MENEZES, V. D. J. M.; DE CASTRO PASSOS, C. E.,
DIAS, C.N.;ALVES, L. P. L.; DIAS, I. C. L.; OLEA, R. S. G. Contexto historico,
uso popular e concepgdo cientifica sobre plantas medicinais. Cadernos de pesquisa,
v.18, p.90-95, 2011.

GILL L.S. Chromosome numbers of angiosperms in Tanzania: II. Adansonia, v.18,
p-19-24, 1978.

GUERRA, M. dos S. Characterization of different types of condensed chromatin in
Costus (Zingiberaceae). Plant Systematics and Evolution, v.158, p.107-115, 1988.

JARDIM, A. B.; TORRES, D. S. C.; DE OLIVEIRA, R. P.; GIULIETTI, A. M.
M. (2016). Flora of Bahia: Costaceae. SITIENTIBUS série Ciéncias Biologicas,
16, 2016.

KAY, K.M.; SCHEMSKE, D.W. Pollinator assemblages and visitation rates for 11
especies of Neotropical Costus (Costaceaea). Biotropica, v.35, p.198-207, 2003.

KIRCHOFF, B. K.; RUTISHAUSER, R. The phyllotaxy of Costus (Costaceae).
Botanical Gazette, v.151, n.1, p.88-105, 1990.

KRESS, G. Linguistic processes in sociocultural practice. Oxford University
Press; 2° edig20.1999. 101p.

329



Topicos Especiais em Genética e Melhoramento 111

LARSEN, K. Costus dhaninivatii, a new species from S.E. Thailand. Journal pf
Southeast Asian Studies. v.1, p.149-152, 1965.

LAVANIA, U. C. Genomic and ploidy manipulation for enhanced production of
phyto-pharmaceuticals. Plant Genetic Resources. v.3, p.170-177, 2005.

LODH, D.; BASU, S. Karyomorphological analysis and cytotypic diversity in
natural populations of Costus speciosus Koen. ex Retz. The Nucleus, v.56, n.3,
p.155-162, 2013.

LORENZI, H.; MATOS, F.J.A. Plantas medicinais no Brasil: nativas e exdticas.
2° edi¢ao. Nova Odessa: Instituto Plantarum. 2002. 512p.

LORENZI, H.; SOUZA, H.M. Plantas ornamentais do Brasil: arbustivas, herbaceas
e trepadeiras. 2 ed. Nova Odessa: Instituto Plantarum.1999. 720p.

MAAS, P. J. Costoideae (Zingiberaceae). Flora Neotropica, v.8, p.1-139, 1972.

MAAS, P. J. M.; MAAS, H. Costaceae. Flowering plants of the neotropics, 22-
06, 2010.

MAAS, P.; H. MAAS. 2016. Costaceae. In: Lista de Espécies da Flora do Brasil.
Jardim Boténico do Rio de Janeiro. Disponivel em http://floradobrasil.jbrj.gov.br/
jabot/floradobrasil/FB110631; acesso em 09 Setembro de 2020.

MAAS, P.J. Two new species of Costus (Costaceae) from Costa Rica. Brittonia,
v. 49, p.274-279, 1997.

MAAS, P.J.M. 1972. Costoidae (Zingiberaceae). Flora Neotropica, Monograph
n°® 8. Hafner, New York. Disponivel em:< http://www.jstor.org/stable/4393675.
Acesso em: 25/08/2020.

MACEDO, W. A. Citogenotoxicidade e viabilidade polinica de espécies de Costus
L. (Costaceae): uma contribui¢do para medicina popular, oncologia, melhoramento
genético e educacdo. 2020. 102 p. Dissertacdo (Programa de Pos-Graduagdo em
Genética e Melhoramento de Plantas) — Universidade do Estado de Mato Grosso.
Alta Floresta, 2020.

MAHANTY H.K. A cytological study of the Zingiberales with special reference
to their taxonomy. Cytologia, v.35, p.13-49, 1970.

MARTINS, E. R.; CASTRO, D. M.; CASTELLANI, D. C., DIAS, J. E. Plantas
medicinais. Vigosa: UFV, 2003. 220p.

330



PPGGM

MASTERSON, J. Stomatal size in fossil plants: evidence for polyploidy in
majority of angiosperms. Science. v. 264, n.5157, p. 421-424, 1994.

MENEZES, 1. A. C.; CARVALHO, A. A.; ANTONIOLLIL A. A.; SANTOS, M. R.
V. Cardivascular effects and acute toxity of the aqueous extract of Costus spicatus
leaves (Zingiberaceae). Biologia geral e experimental, v.7, n.1, p.9-13, 2007.

MIEGE, J. Quatridme liste de nombres chromosomiques de plantes d’Afrique
Occidentale. Revue Cytologie et de Biologie Vegetales, le Botaniste, v.24, p.149-
164, 1962.

MUKHOPADHYAY, S.; SHARMA, A. K. Chromosome number and DNA content
in callus culture of Costus speciosus (Koen.) Sm. Genetica, v.80, n.2, p.109-114,
1990.

NEWSTROM, L. E.; G. W. FRANKIE; H. G. BAKER. A new classification for
plant phenology based on flowering patterns in lowland tropical rain forest trees
at La Selva, Costa Rica. Biotropica, v.26, p.141-159, 1994.

OLIVEIRA, C.C., CABRINI, D.A., SANTOS, E.P., MARQUES, M.CA. &
BUCHI, D.F. Canova medication and medicinal plants in south of Brazil. In:
PRETORIUS, R. (ed).Trends and developments in ethnopharmacolgy. Research
Signpost: Kerala, 2008. p.1-17.

OLIVEIRA, VR.; SCAPIM, C.A.; OLIVEIRA JR., R.S.; PIRES, N.M. Efeito do
herbicida trifluralin sobre a germina¢do de sementes e indice mitético em raizes
de milho (Zea mays L.). Revista Unimar, v.18, p.537-544, 1996.

OTTO S. P.; WHITTON, J. Polyploid incidence and evolution. Annual Veriew of
Genetics, v.34, p.401-37, 2000.

PASSOS, M. A. B. PLANTAS ALIMENTICIAS NAO CONVENCIONAIS
(PANC) OCORRENTES EM RORAIMA. Revista Eletronica Cientifica Ensino
Interdisciplinar. v.5, n.14, p.388-404, 2019.

RAMACHANDRAN K. Chromosome numbers in Zingiberaceae. Cytologia, v.34,
p-213-221, 1969.

RAVEN, P. H. The Bases of Angiosperm Phylogeny. Annals of the Missouri
Botanical Garden, v.62, n.3, p.724-764, 1975.

331



Topicos Especiais em Genética e Melhoramento 111

ROCHA, B. N. Propagagio e Genotoxicidade de Alternanthera brasiliana (L.)
Kuntze (Amaranthaceae). 2013. Dissertacdo (Programa de Pds-Graduacdo em
Agrobiologia) - Universidade Federal de Santa Maria. Santa Maria, 2013. 84 p.

SALZMAN, S.; DRISCOLL, H. E.; RENNER, T.; ANDRE, T.; SHEN, S;
SPECHT, C. D. Spiraling into history: A molecular phylogeny and investigation
of biogeographic origins and floral evolution for the genus Costus. Systematic
Botany, v.40, n.1, p.1004-115, 2015.

SCHEMSKE, D. W. Breeding system and habitat effects on fitness components in
three neotropical Costus (Zingiberaceae). Evolution, v.37, n.3, p.523-539, 1983.

SCHEMSKE, D.W. Floral convergence and pollinator sharing in two bee-
pollinated tropical herbs. Ecology, v.62, n.4, p.946-954, 1981.

SILVEIRA, T. T. S; RIEDER, A. Bioatividade do extrato foliar de cana-do-brejo
(Costus spiralis (JACQ.) Roscoe) em Spodoptera frugiperda (J. E. SMITH, 1797).
2%d. jur. Cien — Caceres: UNEMAT, 2009.

SIMMONDS, N.W. Chromosome behaviour in some tropical plants. Hereditas,
v.8, p.139-146, 1953.

SMITH, N.; MORI, S. A.; HENDERSON, A.; STEVENSON, D. W.; HEALD, S.
V. Flowering plants of the neotropics. Princeton University Press, 2004.

SOUZA, V.C. LORENZI, H. Botanica Sistematica: guia ilustrado para identificagcdo
das familias de angiospermas da flora brasileira, baseado em APG II. Instituto
Plantarum, Nova Odessa, 2008.

SPECHT, C. D.; KRESS, W. J.; STEVENSON, D. W.; DESALLE, R. A molecular
phylogeny of Costaceae (Zingiberales). Molecular Phylogenetics and Evolution,
v.21,n.3, p.333-345, 2001.

SPECHT, C. D.; STEVENSON, D. W. A new phylogenybased generic classification
of Costaceae (Zingiberales). Taxon, v.55, n.1, p.153-163, 2006.

STEVENSON, D.W.M.; STEVENSON, J.W. Costaceae (Costus Family). In:
SMITH, N.; MORI, S.A.; HENDERSON, A.; STEVENSON, D.W.M.; HEALD,
S.V. (ed). Flowering Plants of The Neotropics. Princeton: Princeton University
Press, 2004. p.429-431.

332



PPGGM

STILES, F. G. Geographical aspects of bird-flower coevolution, with particular
reference to Central America. Annals of the Missouri Botanical Garden, v.68,n.2,
p-323-351, 1981.

SUBRAHMANYAM G.V.; KHOSHOO T.N. Cytological studies in the genus
Costus L. Cytologia, v.51, p.737-748, 1986.

TINTINO, S. R.; GUEDES, G. M. M.; DA CUNHA, F. A. B.; DOS SANTOS,
K. K. A.; MATIAS, E. F. F.; MORAIS-BRAGA, M. F. B.; DA COSTA, J. G. M.
Avaliagdo in vitro da atividade antimicrobiana e moduladora dos extratos etanolico
e hexanico de bulbo de Costus arabicus. Bioscience Journal, v.29, n.3, p.732-738,
2013.

TOMLINSON, P. B. Phylogeny of the Scitamineae - Morphological and anatomical
considerations. Evolution, v.16, n.2, p.192-213, 1962.

TRESVENZOL, L. M.; PAULA, J. R.; RICARDO, A. F.; FERREIRA, H. D.;
ZATTA, D. T. Estudo sobre o comércio informal de plantas medicinais em Goiania
e cidades vizinhas. Revista Eletronica de Farmacia, vol.3, n.2, 22-28, 2006.

TYAGI, B. R. The Mechanism of 2n Pollen Formation in Diploids of Costus
speciosus (Koenig) J. E. Smith and Role of Sexual Polyploidi zation in the Origin
of Intraspecific Chromosomal Races. Cytologia, v.53, p.763-770, 1988.

VENKATASUBBAN K.R. A preliminary survey of chromosome numbers in
Scitamineae of Bentham and Hooker. Proceedings of the Indian Acadamy of
Sciences, v.23, p.281-300, 1946.

VOVIDES, A. P.; LASCURAIN, M. Numeros cromosoémicos de cuatro especies
de Costus (Costaceae), una de Calathea, una de Maranta y una de Stromanthe

(Marantaceae). Acta Botanica Mexicana, vol.33, p.81-86, 1995.

VOVIDES, A.P. Flora de Veracruz: Costaceae. Xalapa: Instituto de Ecologia, A.C.,
v.78, 1994. 16p.

333



Topicos Especiais em Genética e Melhoramento 111

Capitulo 12

ESTUDOS FILOGEOGRAFICOS UTILIZANDO
DADOS DE GBS

Francine Alves Nogueira de Almeida

Pedro Henrique Dias dos Santos

1. FILOGEOGRAFIA

Segundo John C. Avise (2000), a filogeografia pode ser definida como uma
ciéncia onde o objetivo é compreender os principios e processos que governam
as distribui¢des geograficas de linhagens genealodgicas, especialmente aquelas
dentro e entre espécies muito proximas entre si (Figura 1). Esta ciéncia se baseia
no estudo genealdgico de populagdo e genes, que revelam como o padriao da
distribui¢do presente tem sido moldado por eventos geoldgicos, histdricos e
climaticos (HUANG et al., 2004).

Regido 1 Regldo 2

Tempo
Barreira a Dispersdo

A 4

Geografia

Figura 1 — Eventos que compdem a filogeografia. Genealogias dos genes de

interesse sa0 mapeadas no espago e no tempo. Adaptado de Avise (2000).
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A filogeografia, como ciéncia propriamente dita, se inicia em 1987, mas o
desenvolvimento intelectual da disciplina teve impulso e notoriedade no inicio
deste século, impulsionados pelo estudo de dindmica populacional da rotatividade
de sobrenomes nas sociedades humanas (LOTKA, 1931). Os lados estatisticos ¢
matematicos da filogeografia se desenvolveram nos ltimos anos até chegar no
que agora ¢ denominado teoria da coalescéncia (KINGMAN, 1982), que aborda a
maneira de como variantes genéticas amostradas em uma populagdo podem ter se
originado de um ancestral comum.

No caso mais simples, a teoria da coalescéncia nao assume nenhuma
recombinagdo, nenhuma selecdo natural e nenhum fluxo génico ou estrutura
populacional, o que significa que cada variante tem a mesma probabilidade de ter
sido passada de uma geracdo para a seguinte (SIGWART, 2009). O modelo olha
para tras no tempo, fundindo alelos em uma tinica copia ancestral de acordo com um
processo aleatorio em eventos de coalescéncia. Sob este modelo, o tempo esperado
entre eventos sucessivos de coalescéncia aumenta quase exponencialmente no
tempo (com ampla varia¢do). A variagdo no modelo vem tanto da passagem
aleatdria de alelos de uma gerag@o para a proxima, quanto da ocorréncia aleatoria
de mutacdes nesses alelos (SIGWART, 2009; WAKELEY, 2000).

Podemos simplificar a teoria da coalescéncia em um método matematico
para estudar a histéria evolutiva/ancestral (arvore genealdgica) de individuos,
genes ou sequéncias de DNA coletados de uma populacdo maior. A teoria da
coalescéncia ¢é tao importante para os estudos filogenéticos e filogeograficos que
podemos dizer que ela é para os geneticistas 0 mesmo que a distribui¢cdo normal
€ para os estatisticos.

Analises filogeograficas foram motivadas principalmente por estudos
genéticos moleculares de DNA mitocondrial animal (mtDNA) (AVISE et al.,
1987). Como essa molécula evolui rapidamente e ¢ maternalmente herdada sem
recombinagdo, ela fornece uma cronica das relagdes matrilineares dentro e entre
as espécies relacionadas. Assim, as analises filogenéticas de variantes do mtDNA
podem ser usadas para estimar o extenso componente matrilinear de uma linhagem
de um organismo da mesma forma que os sobrenomes de familias em muitas
sociedades humanas tradicionalmente registram historias patrilineares conforme
o trabalho de Kingman (KINGMAN, 1982). Ao contrario dos sobrenomes, no
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entanto, os arquivos genéticos mitocondriais se estendem muito mais no passado
e, em principio, podem ser recuperados de quase todas as espécies animais
multicelulares. Por razdes 6bvias, estudos comparativos em plantas, frequentemente
focam em outro genoma citoplasmatico, DNA cloroplastidial (cpDNA), ao invés
do mtDNA (ARBOGAST, 2001; AVISE, 2000, 2013).0s estudos comparativos
em filogeografia molecular compartilham alguns pontos em comum (Figura 2)
que seguem geralmente o mesmo padriio e se conectam, gerando inferéncias
e questionamentos sobre a historia evolutiva e a dispersdo dos organismos em
estudo. Além disso, os padroes filogeograficos moleculares também sao altamente
relevantes para a biologia da conservacdo e para a compreensao dos processos
de especiacao (AVISE, 2000, 2013). Deve se atentar que cada gene escolhido
terd um padrdo evolutivo diferente, o que nos leva a inicialmente avalia-los
individualmente para defini¢do dos padrdes das taxas de evolugdo, evitando que

uma se sobreponha a outra.

Estudos Comparativos em Filogeografia molecular

'Casos excepcionais (estrutura)
filogeografica da populagao é
minima ou inexistente)
geralmente envolvem
organismos muito vagos ef/ou
espécies que ocuparam areas
. historicamente continuas. |

A maioria das espécies &
composta por populagdes
geograficas cujos membros
ocupam ramos filogenéticos
reconheciveis em uma
arvore matrilinear.

]} v
Lacunas filogenéticas
Separagdes populacionais frequentemente observadas
histéricas podem variar de entre populagdes regionais,
temporalmente rasas a geralmente parecem ter
profundas. resultado de barreiras

biogeograficas de longo
prazo ao fluxo génico.

Figura 2 — Estudos comparativos de filogeografia e seus pontos comum.

336



PPGGM

A filogeografia vem contribuindo com estudos evolutivos de diversas
maneiras, revelando assim a sua multidisciplinariedade e seu grande poder
analitico para diversos questionamentos cientificos. Dentre estas contribuicdes,
podemos destacar: (I) enfatizar os aspectos historicos e de nao-equilibrio da
mudanga microevolutiva, (II) esclarecer as conexdes estreitas entre demografia
populacional e genealogia e (III) construir pontes empiricas e conceituais entre
genética populacional e filogenética (AVISE, 2013).

2. GBS + FILOGEOGRAFIA

A utilizagdo de dados de sequenciamento de tltima geracdo apresenta-se
cada vez mais acessivel para abordar questdes filogenéticas e biossistematicas.
As abordagens para gerar esses conjuntos de dados (MCCORMACK et al.,
2013) variam em custo em termos das variaveis adicionadas ao processo de
desenvolvimento do estudo como tempo e dinheiro, conhecimento gendmico
existente, tempo evolutivo aplicavel e, portanto, escala taxondmica, e a qualidade
e cobertura de amostra dos dados (ANDERSON et al., 2017). Nem sempre esta
claro qual abordagem sera mais eficiente e eficaz para compreender e direcionar
uma determinada hipétese a ser levantada em uma pesquisa.

A genotipagem por sequenciamento (Genotyping-by-sequencing GBS) é um
método que quando bem empregado pode gerar informagdes extremamente ricas e
de baixo custo para obtencao de dados de variabilidade do genoma de populagdes
compostas por um grande nimero de individuos (CROSSA et al., 2013; MORRIS
et al., 2013; SOTO et al., 2015). Essa abordagem permite que regides especificas
do genoma sejam sequenciadas, a partir do uso de enzimas de restri¢do, sondas
ou pelo sequenciamento do transcriptoma (DAVEY et al., 2011). Possibilitando
assim, a investigagdo de loci que foram sujeitos a selegdo e evolucdo adaptativa,
os quais podem identificar diferenciagdo significativa entre populagdes com base
em fluxo génico ou deriva (PARCHMAN et al., 2013).

O protocolo padrdo de GBS inicia-se com uma digestdio do DNA com
uma ou mais enzimas de restri¢do, visando reduzir a complexidade do genoma
(tamanho, regides em tandem etc) a ser sequenciado, com consequente aumento
da profundidade de reads sequenciadas por locus (BENTLEY et al., 2008) (Figura
3).
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Mapas de haplétipos
Construgdo de mapas
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Figura 3 — Etapas simplificados do protocolo de Genotyping-by-sequencing (GBS)
em plantas. (A): o tecido da planta ¢ obtido; (B): tecidos foliares para isolamento
do DNA, quantificagdo de DNA; (C): digestdo de DNA com enzimas de restrigao;
(D): ligagdes de adaptadores incluindo uma regido de barcode no adaptador 1 em
fragmentos de DNA aleatorios restritos a enzima de corte; (E): representacao de
diferentes fragmentos de DNA amplificados com diferentes barcodes de diferentes
amostras (fragmentos representam a biblioteca GBS); (F): analise de sequéncias
da biblioteca em um sequenciador NGS; (G): analise de bioinformatica dos dados
de sequenciamento NGS; (H): possiveis aplicagdes dos resultados. Adaptado de

He et al. 2014. Criado com BioRender.com.

Este tipo de sequenciamento vem sendo adotado por muitos pesquisadores
que ndo possuem o equipamento ou protocolos para a preparagdo e sequenciamento
de bibliotecas personalizadas, tornando-o relativamente acessivel por estar
disponivel em prestadores de servigos comerciais. Ele pode ser usado para espécies
nao modelo ou em combinagdo com uma referéncia gendmica (ALCAIDE et al.,
2014; HE et al., 2014).

A analise de genomas obtidos por GBS apresentam alguns desafios em

bioinformatica. Dados brutos de GBS (frequentemente leituras Illumina HiSeq
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single end de 100 bp) foram comumente montados usando o pipeline UNEAK (LU
et al., 2013), outros estudos usaram outras abordagens com Stacks (CATCHEN et
al.,2011; SEDEEK etal., 2014). Como os adaptadores de GBS nao sdo especificos
a qual extremidade de um fragmento de DNA eles se ligam, o que pode ocorrer é
a duplicacdo de leitura e a montagem precisa estar atenta a este detalhe para gerar
dados robustos e com informacgdes coerentes. Valores de parametros apropriados
para programas de montagem também precisam ser explorados e definidos para
que se tenha uma direcdo a se tomar (ANDERSON et al., 2017; MASTRETTA-
YANES et al., 2015) defendendo uma exploracdo que objetive maximizar os loci
recuperados, minimizando as taxas de erro e distancias genéticas intrapopulacionais.
Com o conjunto de dados montado, a proxima etapa € identificar os polimorfismos
de nucleotideo tinico (SNPs) em métodos de agrupamento/atribuigdo ou estatistica
basica (ALCAIDE etal., 2014; ANDERSON et al., 2017; BALDASSARRE et al.,
2014; WHITE et al., 2013b).

Ainda com este conjunto de dados, ¢ possivel incluir uma abordagem
coalescente e/ou um concatenar loci inteiros para inferéncia filogenética
(ESCUDERO etal.,2014; GOHLI et al., 2015). Um desafio no momento da analise
¢ lidar com a alta propor¢ao de dados perdidos causados por sequenciamento de
baixa cobertura. Em relag@o a outras abordagens como restriction site-associated
DNA (RAD), o GBS provavelmente apresentarda uma quantidade de dados
perdidos devido a frequéncia de sequenciamento de baixa cobertura e ao abandono
de alelos (allele dropout), uma vez que para os fragmentos serem compartilhados,
eles precisam reter dois locais de restricdo em vez de apenas um. Ainda ndo ha uma
maneira ideal para extrair informagoes filogenéticas desses conjuntos de dados.
Algumas abordagens de reconstrugdo de arvores foram propostas (LIU; YU;
EDWARDS, 2010; MIRARAB; WARNOW, 2015; VACHASPATI; WARNOW,
2015) e se baseiam em utilizar arvores de genes em vez de alinhamentos de
sequéncia como entrada, porém, estas abordagens nao foram aplicadas a conjuntos
de como os de GBS, provavelmente porque essas abordagens requerem uma arvore
de genes de cada locus e os loci recuperados dos sequenciamentos GBS e RAD
tendem a ser curtos (ANDERSON et al., 2017; LEACHE et al., 2015).

Algumas metodologias foram desenvolvidas para justamente compreender

esse questionamento. Anderson et al. (2017) reportaram que a montagem de dados
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GBS e analises destes dados melhoram a resolug@o e relagdes filogenéticas no
complexo Triodia basedowii em comparagdo com um estudo anterior baseado no

sequenciamento Sanger das regides génicas (ITS, ETS e rps16-trnK).
3. METODOS DE PREPARACAO DE BIBLIOTECAS GBS

Atualmente, existem duas estratégias principais para o GBS: realizar um
sequenciamento do genoma completo, o que pode ter um custo relativamente alto,
mesmo com os precos de sequenciamento se tornando cada vez mais acessiveis,
ou reduzir a apresentacdo do genoma por meio de enriquecimento direcionado ou
digestdo enzimatica antes do sequenciamento (ELSHIRE et al., 2011; ROWAN
etal., 2017). Com a digestao enzimatica, ¢ mais provavél que o mesmo protocolo
possa ser facilmente aplicado em diferentes espécies, enquanto as estratégias de
enriquecimento direcionadas sdo mais caras e menos flexiveis (ROWAN et al.,
2017).

A redugio da complexidade permite a analise de pequenas regides buscando
informagdes de diversidade e variagdo (POLAND et al., 2012). Para a redugdo da
complexidade do genoma utiliza-se enzimas de restri¢ao sensiveis a metilacao, que
podem variar de acordo com a espécie e sdo escolhidas levando em consideracao
o tamanho do genoma e a quantidade de sequéncias repetitivas (ELSHIRE et al.,
2011). Apo6s a digestdo as extremidades do DNA ficam coesivas e liberadas para
possibilitar a ligagdo dos adaptadores (ELSHIRE et al., 2011; POLAND et al.,
2012).

Existem varios métodos para preparagdo de bibliotecas para genotipagem
por sequenciamento, com pequenas alteragdes entre eles, como o nimero de
enzima de restricao utilizada (ELSHIRE et al., 2011; MONSON-MILLER et al.,
2012; PETERSON et al., 2012; POLAND et al., 2012; ROWAN et al., 2017,
WALLACE; MITCHELL, 2017). Um ponto importante antes de se preparar a
bibliteca ¢ a normalizacdo do DNA, ¢ fundamental que o DNA esteja integro.
A normalizacdo do DNA tém inicio ao garantir que todas as amostras utilizadas
estejam na mesma concentragdo, garantindo que a quantidade de dados gerados
seja a mesma para cada uma.

O fluxo de trabalho basico para preparacao da biblioteca GBS baseia-se na
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digestao do DNA genomico com enzima de restri¢do, o produto da digestdo de
cada amostra ¢ entdo ligado a um adaptador com cdodigo de barras (barcodes) e
um adaptador especificos da tecnologia a ser utilizada para o sequenciamento.
Os fragmentos de cada amostra sdo entdo reunidos em um Unico pool para cada
espécie. Em seguida é realizados amplificado por PCR, para o enriquecimento
dos fragmentos no pool. Apds essa etapa as bibliotecas podem ser validadas e
quantificadas para serem submetidas ao sequenciamento (ELSHIRE et al., 2011;
PETERSON et al., 2012; POLAND et al., 2012) (Figura 4).

Dlgestan Lngacao de
Adaptadores

Indlwduo 1-dsDNA Indlwducﬂ dsDNA d\gendc \ndlwduo 1- hgaqao dos adaptadores

Multiplex
@ *\ : : .| PC

Pool enriquecido Pool de 96 amostras
Quantificagdo e sequenciamento lllumina

Figura 4: Esquema representando a metodologia de preparagdo de bibliotecas GBS
de (POLAND et al., 2012). Criado com BioRender.com.

4. APLICACAODE GBS UTILIZANDOABORDAGENS EVOLUTIVAS

Varios estudos demonstram a utilidade do GBS, em diferentes organismos,
para estudos gendmicos de estrutura populacional e filogeograficos (CATCHEN et
al.,2013; HESS etal., 2013; HODEL et al., 2017; KUPPER et al., 2018) (Tabela 1).
Esses estudos descrevem a relevancia do uso da genotipagem por sequenciamento

e apresentam alguns desafios que o método ainda enfrenta.
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Tabela 1: Artigos utilizando a abordagem de genotipagem por sequenciamento
(GBS) para estudos gendmicos de estrutura populacional, filogenéticos, diversidade

e filogeograficos.

Loci/
Organismo Método SNP Amostras Objetivo Referéncia
analizados
GBS
Populus 189 Estrutura BAGLEY et
. (ELSHIRE et 34796 SNP | | .
tremuloides individuos  populacional  al. (2020)
al., 2011)
RAD-seq
Gasterosteus . 9pop. . CATCHEN et
(BAIRD etal.,  25.679 loci . Filogeografia
aculeatus 578ind. al. (2013)
2008)
RAD- Dif ia-
Clupea sed , HERTERCIdT (R ANDER
(BAIRD etal.,  5.985 loci 2pop. ¢do popula-
harengus . etal. (2013)
2008) cional
L . DE WIT &
Haliotis Sequenciamento . 3pop. Estrutura
i 21.579 loci X X PALUMBI
rufescens de transcriptoma 39ind. populacional
(2013)
RAD-seq
Entosphenus . 21pop. . HESS et al.
. (BAIRD etal.,,  4.439 loci . Filogeografia
tridentatus 518ind (2013)
2008)
Rhizoph RAD-seq 12 HODEL et al
zophora op. etal.
' f (PETERSON et 25.198 loci 96P ;) Filogeografia 2017)
in
mangte al., 2012)
Sacch RAD- 5.425(S.c.);
aee Aa.romyces sed S.c.) 8pop. Estrutura HYMA & FAY
cerevisiae (BAIRD et al., 9.809(S.p.) T7ind lacional  (2013)
) ind. opulaciona
S. paradoxu  2008) loci bop
. RAD-seq 26 R
Xiphophorus . L. Reconstrugdo  JONES et al.
(PETERSON et 149.362 loci  espécies. al . (2013)
spp. ogenética
PP al,, 2012) 139ind. g

(continua)
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Tabela 1: Artigos utilizando a abordagem de genotipagem por sequenciamento

(GBS) para estudos gendmicos de estrutura populacional, filogenéticos, diversidade

e filogeograficos. (conclusdo)

Loci/
Organismo Método SNP Amostras Objetivo Referéncia
analizados
Pundamilia RAD-seq L.
. Sespécies. Estrutura KELLER et
spp. e (BAIRD etal.,  10.663 loci . .
. : 50ind. populacional  al. (2013)
Mbipia spp. 2008)'
RAD-seq
Amaranthus Estrutura KUPPER et
) (ELSHIRE et 1.351 SNP 8 pop. .
palmeri populacional  al. (2018)
al., 2011)'
Mol GBS (Elshire et 55350 SNP 189 Fil . LOUREIRO
olossus . ilogenia
al,, 2011) espécimes ¢ et al., (2020)
28960(C.c.);
C. caudicinctus 48117(L. 2 espécies. . (MELVILLE
o DArTseq . Filogeografia
e Litoria spp. spp) SNPs 180ind. etal., 2017)
RAD-seq
. . . Estrutura OGDEN et al.
Acipenser spp. (BAIRD etal., 48.731 loci  4espécies .
) populacional  (2013)
2008)!
Nematostell RAD-seq 4 REITZEL ET
ematostella op.
. (BAIRD etal.,  4.065 loci p~ P Filogeografia
vectensis 30ind. AL. (2013)
2008)
. Reconstrugdo RODA et al.
S 1 RAD- 29.3071 29pop.
enecto spp sed oct - <rpop filogenética  (2013)
GBS L
Myodes . 14pop. Diversidade WHITE et al.,
(PETERSON et 5979 loci ) L.
glareolus 281ind genética (2013)
al., 2012)

Fonte: Narum et al. (2013).
Nota: Adaptado pelo autor. Abreviagdo pop. para populagdo. Abreviagdo ind. para

individuos.
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Kiipper et al. (2018) utilizaram GBS para estudar a estrutura populacional da
palmeira Amaranto (Amaranthus palmeri) relacionada a resisténcia de glifosato.
Em outro estudo (HYMA; FAY, 2013) investigaram a diferenciacdo de cepas de
Saccharomyces cerevisiae e S. paradoxu em vinhedos devido ao fluxo génico
que ocorre onde se encontram. Keller et al. (2013) utilizaram SNPs oriundos de
GBS para investigar a adaptacdo divergente de cinco espécies de peixes de dois
genéros, Mbipi e Pundamilia. Evidénciando a relevancia da GBS utilizando SNPs,
em relagdo a estudos anteriores com marcadores AFLP e microssatélites (SSR)
(MAGALHAES et al., 2012; SEEHAUSEN et al., 2008), ao identificar como
geneticamente distintos e atribuir os individuos corretamente aos cinco grupos em
estudo, o que ndo foi possivel antes (KELLER et al., 2013).

Em estudo com anémona-do-mar (Nematostella vectensis), Reitzel et al.
(2013) descreveram que a utilizagdo de SNPs resultou em uma filogeografia
altamente resolvida, melhor que anteriormente obtida por marcadores tradicionais
(microssatélites e AFLPs). No trabalho de Hodel et al. (2017) demostraram que
SNPs oriundos de RAD-seq foram significativas para o cenario filogeografico
em estudo, ao contrario dos microssatélites para a espécie mangue vermelho
(Rhizophora mangle).. Anteriormente os SNPs s eram identificados em regides
de codificagdo, que certamente sdo importantes na evolugdo adaptativa, mas ndo
identificavam SNPs em regides ndo codificantes que também sdo de importancia
funcional (HODEL et al., 2017; RAFALSKI, 2002; REITZEL et al., 2013).
Microssatélites fornecem muito mais informagdes, até uma ordem de magnitude
a mais, por marcador do que SNPs (COATES et al., 2009; LIU et al., 2005).
No entanto, os estudos de SNP normalmente usam marcadores de varias ordens
de magnitude a mais do que um estudo SSR (HODEL et al., 2017). Evidéncias
mostram que o grande numero de loci em estudos de SNP pode efetivamente
permitir inferéncias mais poderosas, mesmo que a informag¢ao em cada locus seja
menor do que em marcadores microssatélites (SCHOPEN et al., 2008).

Ao estudar a estrutura populacional de nove populagdes de Gasterosteus
aculeatus por SNPs oriundos de RAD-seq Catchen et al. (2013) encontraram niveis
elevados de diversidade gnética. A densidade de loci que pode ser analisada via
RAD-seq ¢ abundante, possibilitando descobrir regides gendmicas de estrutura

populacional aumentada provenientes de processos evolutivos (NOSIL; FEDER,
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2012). Entretando, outros estudos relatam que muitos loci que mostram evidéncias
de divergéncia adaptativa podem ser perdidos utilizando RAD-seq (HODEL et al.,
2017; REITZEL et al., 2013). Devido ao fato de muitos loci estarem associados uns
aos outros, e o sitio de restri¢do da enzima ndo se encontrar proximo. Além de que
a profundidade de leitura pode ndo ser suficiente para esse locus ser genotipado
em varios individuos por espécie (HODEL et al., 2017; KELLER et al., 2013;
NARUM et al., 2013; REITZEL et al., 2013).

Reitzel et al. (2013) reportou que o niimero de marcadores RAD observado
foi menor do que o esperado, assim como no trabalho de Hodel et al. (2017). Um
dos problemas ao usar o RAD-Seq ¢ que a baixa cobertura ¢ as altas propor¢des de
dados ausentes podem dificultar a inferéncia precisa de heterozigotos, mas varios
estudos mostram que isso ndo influéncia na inferéncia filogeografica (HODEL et
al.,2017; KELLER et al., 2013; REITZEL et al., 2013). Essa perda de dados esta
atribuida a presenca de elementos repetitivos no genoma e regides gendmicas
recentemente duplicadas, as quais sdo responsaveis por multiplos alinhamentos ao
genoma referéncia. Especificamente, os marcadores RAD de regides repetitivas
ndo podem ser adequadamente contabilizados com as metodologias atuais. Uma
forma de minimizar essa perda seria aumentar os comprimentos de leitura.

Os estudos citados trabalham com espécies ndo-modelos, geralmente sem
nao genoma referéncia disponivel. Esta ¢ uma outra vantagem do método de GBS,
pois permite a identificacdo de SNPs sem a nesscecidade de um genoma referéncia.
Nesse caso as proprias reads geradas sdo utilizadas para montar um sequéncia mais
completa do DNA e utilizadas posteriormente para serem mapeadas e identificar
os SNPs. Reitzel et al. (2013) comparando o resultado da identificagdo de SNPs
quando as reads eram montadas com genoma referéncia e sem, reportou que apesar
das diferengas no niimero de loci e SNP os resultados das inferéncias demograficas
foram geralmente idénticos.

A técnica de GBS tornou-se uma abordagem altamente confiavél para
identificar SNPs inter e intra-populacional, embora seja necessario avangos para
aplicé-la para espécies poliploides, devido a suas varias copias de alelos diferentes
(NARUM et al., 2013). Embora SNPs tenham a apenas quatro estados alélicos
possiveis e uma baixa taxa de mutagdo, eles tém vantagens claras para acomodar

diversas suposicoes de ligacdo ou independéncia de marcadores, modelos de

345



Topicos Especiais em Genética e Melhoramento 111

mudanga evolutiva e potencial para papéis na evolucao funcional. Além disso, os
SNPs podem ser facilmente comparados entre os genomas (nuclear, mitocondrial,
cloroplasto) para utilizar as escalas mutacionais subjacentes para caracterizar os
processos evolutivos (PETIT et al., 2005).

Ap6s a identificacdo dos SNPs uma etapa importante ¢ a realizagdo da
filtragem desses dados, removendo loci com genoétipos ausentes (dados perdidos).
Essa etapa é um outro desafio da técnica em questdo, pois para realizar esse
processo nao ha critérios estabelecidos para todas as espécies e metddos, sendo
necessario uma avaliagdo individal para cada estudo (NARUM et al., 2013).

Muitos problemas dos problemas apresentados pela técnica de GBS séo
resolvidos por varias etapas de PCR para uniformizar a cobertura de loci e por
melhorias no software ao processar loci, mas permanecem as preocupagoes de
que os métodos de representacdo reduzida baseados em enzima de restrigdo ndo
capturam um instantaneo representativo do genoma (LOWRY et al., 2017). Uma
outra preocupagao com os loci RAD-seq ¢ que a curadoria manual de dados é
impossivel e os erros podem passar despercebidos até pelos pesquisadores mais
cuidadosos (GAUTIER et al., 2013; XU et al., 2014).

A utilizacdo de dados obtidos de sequenciamento GBS ¢ uma poderosa
ferramenta para aumentar o sinal e a resolucdo filogenética/filogeografica,
principalmente de arvores de espécies cripticas e complexo de espécies. Apesar
de demandar maior conhecimento em montagem de genomas e ferramentas de
bioinformatica ndo tio triviais como as utilizadas para o sequenciamento sanger,
abordagens filogenéticas/filogeograficas com dados de GBS podem nao s confirmar
padrdes ja relatados em Sanger (hibridizacdo entre espécies, taxa de evolucao,
relagdes entre espécies mal resolvidas etc), mas como resolver questionamentos
ainda antes ndo compreendidos por falta de robustez ou sinal filogenético dos
dados, como por exemplo, questoes evolutivas em uma escala macroevolutiva

quando a distancia genética entre clados fenotipicamente identificaveis ¢ baixa.

GLOSSARIO

Biossistematicas: Relacionado ao estudo da biodiversidade e suas origens

Cobertura: A cobertura € um parametro matematico que indica quantos nucleotideos
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em média foram sequenciados em cada posi¢do no genoma.

cpDNA: DNA situado nos cloroplastos

DATrT (Diversity arrays techology)

DNA (desoxyribonucleic acid): Acido desoxiribonucleico

Enzima de restri¢do: enzimas com funcao de clivagem (corte) do DNA em pontos
especificos, em reconhecimento de determinadas sequéncias de nucleotideos
Eventos de coalescéncia: Eventos que atuam para fortalecer a coalescéncia como
auséncia de fluxo de genética aleatdria ou deriva genética de alelos

GBS (Genotyping by sequencing): Genotipagem por Sequenciamento
Inferéncias: Processo de derivar hipoteses de relagdes de parentesco a partir de
métodos que possuam premissas assumidas como verdadeiras

Linhagens genealogicas: Sucessdo de geragdes evolutivas

Locus: ¢ uma posi¢ao fixa e especifica em um cromossomo, onde esta localizado
determinado gene ou marcador genético

Loci: plural de locus

mtDNA: DNA situado nas mitocondrias

NGS (Next generation Sequencing): Sequenciamento de nova geragao

PCR (Polymerase Chain Reaction): Reagdo em cadeia da polimerase
Profundidade: A profundidade do sequenciamento refere-se ao niumero de vezes
que uma base ¢ representada dentro de um conjunto de leituras geradas.
RAD-seq (Restriction-site associeated DNA sequencing): Sequenciamento de
fragmentos de DNA associados a sitios de restrigao

Reads: sequéncias de nucleotideos geradas a partir de um sequenciamento de NGS
Relagdes matrilineares: classificacdo ou organizagdo de um povo, grupo
populacional, familia, cla ou linhagem em que a descendéncia é contada em linha
materna.

SNPs (Single Nucleotide Polymorphism): Polimorfismo de nucleotideo tinico
SSR (Simple Sequence Repeats): Sequéncias simples repetidas Teoria da
coalescéncia: 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

Variantes Genéticas: Diferencas comuns nos genes
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Capitulo 13

MARCADORES SIMPLE SEQUENCE REPEATS
APLICADOS A UTILIZACAO CONVENCIONAL E
POR FLUORESCENCIA

Adelson Lemes da Silva Junior
Fabio Demolinari de Miranda

Marcos Vinicius Winckler Caldeira
1. INTRODUCAO

A constante evolucao das técnicas moleculares tem proporcionado avangos
ao melhoramento genético aplicado ao conhecimento de caracteristicas de interesse
a nivel de DNA, além de permitir o detalhamento dos genotipos prioritarios
a conservacdo (TURCHETTO-ZOLET et al., 2017). Para isto, ferramentas
conhecidas como marcadores moleculares, permitem acessar regides especificas
do genoma, sendo definidos como todo e qualquer fenotipo molecular oriundo
de um gene expresso ou de um segmento especifico de DNA (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998).

Dentre os marcadores moleculares, os Simple Sequence Repeats (SSR) sdo
mundialmente aceitos, englobando genomas de procariotos, eucariotos, nucleares
ou organelares (ZANE et al., 2002). Diversos estudos descrevem a utilizagao dos
marcadores SSR associados a diferentes métodos de detec¢do dos alelos, sendo
estes de forma convencional ou por fluorescéncia. A deteccao dos alelos de forma
convencional ¢ comumente conhecida pela utilizagdo da eletroforese em gel de
agarose (OLIVEIRA etal., 2010; SILVA et al., 2019), ou por eletroforese em gel de
poliacrilamida (WU et al., 2019; RAZA et al., 2020). J4 a detec¢@o dos alelos por
fluorescéncia a partir dos marcadores SSR sao realizadas pela eletroforese capilar
(LIU et al., 2019; BALDONI et al., 2020).

Apesar da tecnologia utilizada para o desenvolvimento do marcador
molecular, a qualidade da informacao gerada pode ser influenciada pelos diferentes

métodos eletroforéticos, podendo apresentar padrdes de leitura dos loci e alelos
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ndo correspondentes aos genodtipos avaliados. Portanto, a perspectiva deste
capitulo é abordar diferentes contextos para utilizacdo dos marcadores Simple
Sequence Repeats, de forma que o leitor/pesquisador tenha um referencial teorico
no momento da adequac@o do experimento, levando em consideracdo as condigdes

laboratoriais e de custeio.
2. MARCADORES SIMPLE SEQUENCE REPEATS

Os microssatélites, também conhecidos como Simple Sequence Repeats
(SSR), Simple Sequence Length Polymorphism (SSLP) e Short Tandem Repeats
(STR), foram desenvolvidos inicialmente para o mapeamento genético em humanos
(LITT & LUTY, 1989). Atualmente, a utilizagdo desta classe de marcadores
envolve diversas areas da ciéncia e diferentes espécies, devido ao fato de ser
uma técnica facil em termos de reprodutibilidade, apresentar carater multialélico,
codominante e principalmente por serem abundantes no genoma (TURCHETTO-
ZOLET etal., 2017). Entretanto, apresentam uma limitagao relacionada a obten¢ao
dos primers SSR, por requerer a construg@o de bibliotecas genomicas enriquecidas,
o sequenciamento e o desenho dos primers (GUIMARAES et al., 2009).

Apesar da limitagdo, as vantagens desta ferramenta fazem com que seja
mais eficiente em analises de diversidade genética entre populagdes ou espécies,
estrutura populacional, identificacdo de hibridos, estimativas de fluxo génico,
mapeamento genético, analise de parentesco, analises forenses, dentre outros
(TURCHETTO-ZOLET etal., 2017). Para isto, pares de primers sdo utilizados em
reagoes de Polymerase Chain Reaction (PCR) com o objetivo de detectar variagdes
de sequéncias repetitivas, ou seja, repeticdes em tandem de 1 a 6 nucleotideos
(BUSO et al., 2003).

Individuos da mesma espécie ou espécies correlacionadas possuem estas
sequéncias de DNA conservadas que flanqueiam os microssatélites, permitindo
a ligagdo de primers SSR complementares a esta regido. Entretanto, mutacdes
na regido flanqueadora, onde se ligam os primers, podem ser responsaveis pela
ocorréncia de alelos nulos, sendo consequentemente um limitador no uso do
marcador SSR (BAKER & DIBYA, 2010).

Em relagdo as regides microssatélites, que sdo a sequéncia alvo em estudos
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com SSR, estas por sua vez, também podem sofrer mutagdes devido a erros gerados
pela enzima DNA polimerase durante a replicagdo, ou por eventos mutagénicos
como o crossing over. Tais ocorréncias, caracterizam as regides microssatélites
como altamente mutaveis, chegando a 1 x 107 a 1 x 10 mutagdes por loco por
geracdo, garantindo elevadas taxas de polimorfismos. Em comparagdo com as
regides conservadas, a ocorréncia de mutagdes nas regides microssatélites sao
extremamente importantes por serem a unica fonte natural de variabilidade
genética (TURCHETTO-ZOLET et al., 2017).

A mutagdo promove o surgimento ou alteragao dos alelos a partir de Indels ou
mesmo por trocas de nucleotideos na sequéncia de DNA codificadora de proteina,
alterando sua fungao na expressdao de um determinado fenotipo. A importancia da
mutacdo como fonte de variabilidade genética abrange desde processos naturais
de evolugdo até sua identificagdo como alelo potencialmente util para o homem
(SOUSA, 2002), sendo neste ultimo caso, investigado por meio de marcadores
moleculares como os SSR que garantem a leitura alélica dos genotipos por meio

de técnicas eletroforéticas e posteriores analises genéticas.

3. AELETROFORESE NA SEPARACAO DOS PRODUTOS DE PCR
GERADOS A PARTIR DOS MARCADORES SSR

A técnica da eletroforese foi primeiramente fundamentada por Michaelis
em 1909, quando em estudos com proteinas, percebeu que se moviam quando
submetidas a um campo elétrico, podendo ser separadas em fragdes. Porém, a base
para a eletroforese realizada nos dias atuais, surgiu com os estudos envolvendo
proteinas séricas do bioquimico sueco Arne Tiselius, ganhador do prémio Nobel,
em 1937 (OLIVEIRA et al., 2015). Por definigdo, eletroforese é o processo
pelo qual moléculas de DNA migram por meio de um campo elétrico, sendo a
velocidade e a direg@o desta migragdo determinada pelo campo elétrico aplicado
e as cargas das moléculas (WESTERMEIER, 2005).

Atualmente existem diferentes métodos de separagdo dos produtos de PCR
gerados a partir dos marcadores microssatélites, entre eles, a eletroforese em gel
de agarose ou poliacrilamida (métodos convencionais), ou por eletroforese capilar
utilizando fluor6foros (BAKER & DIBYA, 2010). Porém, existem vantagens e
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desvantagens associadas a ambos os métodos.

A andlise convencional para SSR ¢ realizada por meio de géis, geralmente
de poliacrilamida. Este tipo de gel ¢ formado pela polimerizacao da acrilamida e
bisacrilamida, induzida por catalizadores como a riboflavina ou o persulfato de
amonio. A dimensdo dos poros ¢ determinada pela concentragdo da acrilamida, de
forma que quanto maior for a concentragdo, menores serdo os poros no gel. Em
resposta a amplificagdo por SSR e eletroforese em gel, aparecerdo fragmentos de
diferentes tamanhos representando os alelos dos individuos ou espécie analisada
(NAOUM, 2012).

A presenca de apenas um fragmento com tamanho molecular conhecido
indica que o individuo é homozigoto, por outro lado, a presenca de dois fragmentos
indica que o individuo ¢ heterozigoto. Além disto, uma analise contendo varios
individuos podem resultar em polimorfismos, ou seja, diferentes distribui¢des dos

alelos, que devem ser analisados de acordo com o tamanho molecular (Figura 1).

M 12 13 14 15 2130 594 ek

- SO bt U0 T o et el i
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Individuo homozigoto

L~ Individuo heterozigoto
-

— -— ‘
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Figura 1: Padrio eletroforético em gel de poliacrilamida para 15 individuos da
espécie Dalbergia nigra, com utilizagdo de dois primers SSR (Dnig 1 e Dnig 2)

desenvolvidos por Ribeiro et al. (2009). Fonte: Os autores.

Os géis de poliacrilamida apresentam vantagens em relagdo ao método
de eletroforese em gel de agarose, por possuirem a capacidade de separar
fragmentos muito pequenos de DNA, de até 2 pares de bases (pb). Além disto,

alguns laboratérios possuem apenas os equipamentos para a eletroforese em gel de
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agarose, o que nao descarta a utilizagdo deste método, sendo neste caso, também
indicado (BOMMI & FERGUSON, 2005). Apesar da efetividade na separagao dos
fragmentos, a toxidade da poliacrilamida e a dificuldade da preparacgao dos géis sdo
as desvantagens inerentes desta técnica (OLIVEIRA et al., 2015).

Outro método eletroforético crescente nos dias atuais ¢ a eletroforese capilar,
utilizando-se primers marcados com fluoréforos. Esta técnica se assemelha as
técnicas convencionais por induzir a migragdo de moléculas sob a¢do de um
campo elétrico, mas com mecanismos de separacdo diferentes, onde emprega-
se um tubo capilar preenchido com um eletrolito. O resultado desta técnica sdao
picos representando os alelos de diferentes tamanhos corados com fluorescéncia,
comparados aum marcador de peso molecular calibrado ao programa, determinando
o tamanho exato do fragmento (Figura 2) (QUEIROZ, 2001).

As principais desvantagens no uso da eletroforese capilar estdo no alto custo
associado a compra de reagentes, a necessidade de marcagdo dos oligonucleotideos
iniciadores com fluoréforos especificos de acordo com o equipamento a ser
utilizado, compra e manutencao dos equipamentos (por exemplo, ABI 3700 Prism.
Analyzer, ABI 3500 Genetic Analyzer, Fragment Analyzer, GelBot, dentre outros),
envio de amostras para empresas especializadas e softwares disponiveis para as
analises de amostras (MISSIAGGLIA & GRATTAPAGLIA, 2006; GUPTA et al.,
2010).

No entanto, o crescimento da técnica esta associado as vantagens como 0s
curtos tempos de analises, baixa geragdo de residuos para os mais variados tipos
de amostras, separagdes com alta eficiéncia resultando em melhor qualidade na
resolucdo dos resultados e, analise individual do tamanho de cada alelo pela adigdo
do marcador de peso molecular fluorescente que gera uma curva para cada capilar
(BAKER & DIBYA, 2010; VAZ et al., 2015). Segundo Goulart et al. (2011), a
presenca do padrdo de peso molecular ROX ou LIZ calibrado para cada reagao da
eletroforese capilar, aumenta a precisdo da analise em comparacdo ao marcador

Ladder, muitas vezes utilizado na eletroforese convencional.
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Figura 2: Amplificacdo de alelos por eletroforese capilar, com o tamanho molecular
determinado pelo padrao de peso molecular calibrado ao software Genotypes Plot.
A) Presenga de um pico, indicando a ocorréncia de individuo homozigoto. B)
Presenca de dois picos, indicando a ocorréncia de individuo heterozigoto. Fonte:
Thermo Fisher Scientific (2014).

A comparagdo entre a genotipagem em gel de poliacrilamida e eletroforese
capilar revela que esta ultima técnica apresenta maior eficiéncia e precisdo,
diferenciando fragmentos com apenas 1 pb, enquanto que em géis a diferenga
de alelos sera de 2 pb (TURCHETTO-ZOLET et al., 2017) (Figura 3). Em casos
como este, a ineficiéncia da analise em gel de poliacrilamida podera interferir no
momento da andlise dos alelos, identificando individuos homozigotos ao invés
de heterozigotos. Além das vantagens apresentadas, a utilizacdo de primers com

fluor6foros na eletroforese capilar permite o processo multiplex do PCR.
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Figura 3: Andlise comparativa entre a genotipagem por eletroforese em gel de
poliacrilamida e capilar em individuos da espécie Dalbergia nigra, demonstrando
a maior eficiéncia e precisdo da técnica por capilar, permitindo diferenciar
fragmentos com apenas 1 pb. (*) indica no gel apenas uma banda (homozigoto),
porém, na eletroforese capilar sdo revelados dois alelos, separados por apenas 1

pb (heterozigoto). Fonte: Os autores.

4. PCR MULTIPLEX

A multiplexagem ou PCR multiplex é uma reagdo em que varias regioes do
DNA sao amplificadas ao mesmo tempo pela utilizagdo simultanea de varios pares
de primers especificos para cada loco a ser identificado (BUTLER et al., 2001).
Desta forma, fica evidente que a utilizacdo de géis na genotipagem por meio de
varios primers amplificados numa mesma PCR seria insuficiente, podendo ndo
apresentar resolucdo satisfatoria e boa separagdo dos fragmentos, principalmente
quando possuem o mesmo tamanho molecular (ZAROURI et al., 2015).

Em estudo com a espécie Dalbergia nigra, foram testados 10 marcadores
microssatélites desenvolvidos por Ribeiro et al. (2009), dos quais 8 foram
selecionados para compor o painel multiplex (Dnig 1,2, 3,4, 5, 6,7 ¢ 10). A escolha
dos 8 pares de primers levou em considera¢do a consisténcia na amplificagdo,
o tamanho dos fragmentos observados e o fluorocromo associado. Em seguida,
foram organizados em grupos de dois e trés marcadores (duplex e triplex) com

fragmentos ndo sobrepostos e, quando houve sobreposicdo dos fragmentos foram
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utilizados os fluoroforos FAM e HEX, respectivamente. Os arranjos multiplex
(duplex e triplex) foram primeiramente submetidos a genotipagem em gel de

poliacrilamida para verificagao da consisténcia da amplificagao (Figura 4).

Triplex Dnig 3, 6, 10 Duplex 2, 4 Triplex Dnig 1,5, 7
4

Dnig 10
Dnig 6

Dnig 5

Dnig 3 Dnig1e7

Dnig2e4

Figura 4: Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida para amostras da espécie
Dalbergia nigra, a partir da abordagem multiplex, organizados em grupos de trés
e dois marcadores SSR (#riplex Dnig 3, 6 e 10; duplex Dnig 2, 4; triplex Dnig 1,
5, 7). Fonte: Os autores.

Na figura 4, a variagao no tamanho molecular dos fragmentos no #riplex Dnig
3, 6, 10 permitiu a nitida separacdo dos alelos de acordo com seus respectivos
primers, apesar de terem sido marcados com diferentes fluoroforos. Ja para o
duplex Dnig 2,4 e o triplex Dnig 1, 5, 7, a sobreposicao de fragmentos influenciou
negativamente a analise desta classe de dados, uma interferéncia ocorrente em
técnicas de eletroforese em gel. Contudo, por meio da eletroforese capilar e a
utilizagdo de primers marcados com diferentes fluoroforos, foi possivel a separacao
dos alelos com tamanhos semelhantes de acordo com a marcacao fluorescente
(Figura 5).
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Figura 5: Genotipagem em mostra de Dalbergia nigra por eletroforese capilar em
individuo da espécie Dalbergia nigra, evidenciando a separagdo por fluorescéncia
do duplex. A) Duplex entre os primers Dnig 2 e Dnig 4, marcados com os
fluoroforos FAM e HEX, respectivamente. B) Primer Dnig 2 marcado com FAM.
C) Primer Dnig 4 marcado com HEX. Fonte: Os autores.

Além dos cuidados tomados quanto ao tamanho dos fragmentos observados
e o fluorocromo associado em cada primer, para o bom funcionamento da técnica
de PCR multiplex, é necessario também que a temperatura de anelamento dos
diferentes primers seja semelhante. Por outro lado, o custo e o tempo, para
obtengdo dos resultados sdo reduzidos pela economia de reagentes e quantidade
de informacao obtida por unidade de tempo. Além disto, a amplificagdo simultanea
de varios loci e alelos reduz a quantidade de DNA necessario para as analises, que
por vezes pode ser um fator limitante (ROSSETI et al., 2006).

5. CAUDA M13: METODO ALTERNATIVO PARA A MARCACAO
FLUORESCENTE EM PRODUTOS DE PCR

Em relagdo aos primers utilizados tanto em rea¢des individuais quanto no
multiplex, estes podem ser marcados diretamente com fluorescéncia ou utilizar
a estratégia da cauda M13, que é um primer universal. A marcacao direta com
fluorescéncia geralmente possui custos elevados, no qual foi desenvolvido a
inclusdo da cauda M13 no oligonucleotideo como um método alternativo e

econdmico para a marcacdo fluorescente de fragmentos de PCR (SCHUELKE,
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2000). A incorporagdo direta do fluoro6foro a sintese pode aumentar o custo em
500%, em relacdo a um primer ndo marcado, enquanto que a inclusdo da cauda
M13 marcada com fluoréforo teria o custo aumentado em 100% (MISSIAGGLIA
& GRATTAPAGLIA, 2006).

A genotipagem pelo método M13 ¢é realizada pela utilizagdo de trés primers:
o primer forward sintetizado com adicao da sequéncia M13 na extremidade 5°, o
primer reverse sintetizado normalmente sem adi¢ao da sequéncia M13 e o primer
universal M 13 sintetizado com fluor6foro. Em seguida, a PCR ocorrerd em duas
etapas, sendo a primeira caracterizada pela amplificag@o rotineira, por meio dos
primers forward e reverse, garantindo a inser¢do da regido M13 as sequéncias
amplificadas. Na segunda etapa, pela inclus@o de ciclos adicionais de amplificagdo
ao programa da PCR, a temperatura de anelamento serd reduzida com o objetivo
de inserir a sequéncia M 13 sintetizada com fluor6foro aos fragmentos amplificados
anteriormente (Figura 6) (SCHUELKE, 2000).

A principal vantagem do método ¢ que apenas o primer M13 requer
marcagao com fluoréforo. Os resultados obtidos pela eletroforese capilar poderdo
ser vistos por meio de picos com diferentes cores, representando o fluorescente
utilizado (SCHUELKE, 2000). Segundo Goulart et al. (2011), o método M13 nao
apresenta desvantagens, pelo contrario, caso haja disponibilidade de marcadores
microssatélites desenvolvidos para as mais variadas espécies, associados a
sequéncia M13 fluorescente, acarretard em ganhos relacionados a facilidade de

execucdo e diminuigdo do custo operacional.

364



PPGGM

%—b Forward primer with M13(-21) tail at the 5"-end

B ‘—m Reverse primer
c LR Universal FAM labeled M13(-21) primer
D Template

5 < DNA Y7777 CACA...... (CA)n ...... CACAW Template DNA ~—~=s—3°
RN

i

E NNN
5—RRINREZZZZ CACA......(CA),.....CACA RN 2

RNRRRIZZZZZ CACA.....(CA),....CACA RN &

Figura 6: Amplificagcdo via PCR pelo método M13. (A, B e C) O primer forward
sintetizado com adi¢do da sequéncia M13 na extremidade 5°, o primer reverse
sintetizado normalmente sem adi¢do da sequéncia M 13 e o primer universal M 13
sintetizado com fluor6éforo FAM. (D) Amplificacdo por meio dos primers forward
e reverse, garantindo a inser¢do da sequéncia M13 as sequéncias amplificadas.
(E e F) Inclusdo de ciclos adicionais de amplificagdo ao programa da PCR, com
reducdo da temperatura de anelamento por volta de 53 °C e insercao do primer
M13 sintetizado com fluor6foro FAM aos fragmentos amplificados anteriormente.
Fonte: Schuelke (2000).

6. CONSIDERACOES FINAIS

A deteccdo de alelos a partir dos marcadores SSR pode ser realizada tanto
por métodos convencionais, quanto por fluorescéncia, sendo encontrados trabalhos
atuais para ambos os métodos. Dentre as vantagens apresentadas, o método de
eletroforese capilar utilizando-se primers marcados com fluoroforos permite
diferenciar fragmentos com apenas 1 pb, além de analisar individualmente o

tamanho de cada alelo. No entanto, ressalta-se o alto custo associado a este método,

365



Topicos Especiais em Genética e Melhoramento 111

tornando-o muitas vezes inadequado para ser reproduzido em alguns laboratdrios
ou experimentos. Neste caso, métodos convencionais sdo indicados por gerarem

dados aceitaveis por um menor custo.
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1. MONTAGEM E ANOTACAO DE GENOMA DE PLANTAS

O tamanho do genoma de plantas varia dramaticamente - de 63 Mbp a
148,8 Gbp. Como existem varios desafios com relagdo a, por exemplo, sequéncias
duplicadas, elementos repetitivos, ploidia e como estes desafios sdo proporcionais
ao tamanho do genoma poucos genomas maiores que 10 Gbp foram montados até
agora (LI; HARKESS, 2018).

Mesmo entre os organismos que possuem tamanho gendmico menor que
10 Gbp o niimero de genomas montados ndo ¢ grande, devido ao fato de que
para ser considerado um genoma “montado” deve estar em nivel cromossdmico,
sendo este um dos principais desafios em projetos que ndo utilizam tecnologias de
sequenciamento de terceira geragdo combinadas com mapas 6ticos por exemplo
(BELSER et al., 2018) . Com isso, varios genomas de plantas sao publicados com
milhares de sequéncias denominadas scaffolds, que sao fragmentos cromossomicos
obtidos pela jungdo de sequéncias contiguas.

Por outro lado, avancos nas tecnologias de sequenciamento aliado a
ferramentas de bioinformatica tem permitido obter sequéncias de pseudomoléculas
em escala cromossdmica, estas por sua vez, s3o os scaffolds ancorados ao seu devido
cromossomo com ordem e orientagdo refinada por mapas 6ticos (MUKHERJEE et
al., 2018), fisicos e genéticos (YOU et al., 2018).

Neste sentido, o desenvolvimento de sequenciamentos de high-throughput
revolucionou a genética e a gendmica com baixos custos, permitindo incremento

de projetos de sequenciamento de genoma completo (WGS) de varias espécies
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diferentes. Hoje existem diferentes tecnologias de sequenciamento de segunda
e terceira geragdo e algoritmos para montagem de genoma que podem ser
utilizadas ou combinadas para obter uma montagem de genoma de alta qualidade
(PAAJANEN etal., 2019). As abordagens hibridas de sequenciamento de segunda
e terceira geracdo sdo atualmente o estado da arte em montagem de genomas.
Enquanto para o sequenciamento de segunda geragdo ¢ possivel obter alta cobertura
viabilizado pelo baixo custo ainda com baixo erro de leitura, o tamanho longo de
leitura ¢ um diferencial do sequenciamento de terceira geracdo. Combinadas essas
caracteristicas em abordagem hibrida obtém-se genomas menos fragmentados e
de maior qualidade.

Enquanto o sequenciamento de nova geracdo (NGS) estabeleceu-se como
principal tecnologia de analise gendmica, workflows e pipelines de analises destes
dados exigem expertise dos bioinformatas para sele¢ao de ferramentas apropriadas
em consideracdo a uso de paralelizagdo, solugdo de armazenamento de dados e
desenvolvimento de estratégias customizadas e automatizadas para maxima
exploracdo dos resultados que envolvem multiplas condi¢des experimentais
(KULKARNI; FROMMOLT, 2017). Assim, referéncias como LANTZ et al.
(2018) que descrevem as principais etapas para um bom projeto de montagem e
anotacdo de genomas sdo referéncias indispensaveis para o desenvolvimento de
projetos de montagem de genoma. Para LANTZ et al. (2018) os bioinformatas e

outros envolvidos no projeto devem levar em consideracdo os dez topicos a seguir:

1. Investigar propriedades do genoma em estudo, entre elas:
1.1. tamanho do genoma;
1.2. regides repetitivas;
1.3. heterozigozidade;
1.4. ploidia;
1.5. contetido GC.
2. Extrair amostras de DNA com qualidade, considerando:
2.1. a modalidade de novo;
2.2. pureza quimica;
2.3. integridade estrutural do DNA.
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3. Escolher a tecnologia de sequenciamento ideal, entre:
3.1. sequenciamento de primeira geragao (FGS);
3.2. sequenciamento de segunda geracdo (SGS);
3.3. sequenciamento de terceira geracao (TGS);

3.4. abordagens hibridas.
4. Estimar os recursos computacionais necessarios.

5. Montar o genoma.
5.1. montagem de reads curtas;
5.2. montagem de reads longas;
5.3. montagem de scaffolds e preenchimento de gaps;

5.4. realizar controle de qualidade da montagem.

6. Identificar e anotar elementos repetitivos e transponiveis.

7. Anotar genes com evidéncia experimental.
8. Escolher formatos de arquivos de saida e persistir em bancos de dados.
9. Verificar se os métodos utilizados sdo repetiveis e reproduziveis

10. Investigar, analisar e anotar novamente.

Nesta revisdo, esta referéncia sera amplamente utilizada por cobrir toda
a parte desde a amostragem do DNA até a analise dos dados gendmicos, que
inclui: genes, anotagdes, scaffolds etc. Os itens 5, 6 e 7 desta referéncia podem ser

organizados como proposto na Figura 1.
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Figura 1 - Defini¢ao do fluxo de trabalho em processos basicos de montagem de
genomas. Iniciando com obteng@o do rascunho do genoma na primeira analise,

seguido de andlises anotagao estrutural e funcional.

1.1. Montagem do Genoma

A montagem de um genoma pode ser comparada a um quebra-cabeca, com
algumas peculiaridades como: niimero de pegas extraordinariamente grande,
pecas de tamanho variavel e repetidas. Dessa forma, montar um genoma ¢ uma
das etapas mais onerosas para os recursos computacionais. Nesse sentido, varios
algoritmos, heuristicas e meta-heuristicas tem sido projetados e aperfeicoados
levando em consideragdo melhoria de desempenho e o avango nas tecnologias de
sequenciamento (SOHN; NAM, 2018).

Apesar do aprimoramento dos algoritmos ter importancia significativa na
realizagdo da montagem do genoma ha outras tarefas indispensaveis antes e ap6s
a montagem que devem ser realizadas, conforme apresentado por LANTZ et al.
(2018) na Figura 2. Nesta figura ¢ possivel conferir ainda os formatos de arquivos
esperados em cada etapa envolvida na montagem de genomas. Pela Figura 2
compreende-se que a etapa de montagem deve ser precedida por outras duas que

sd0: controle de qualidade e filtragem, e sucedida por valida¢do da montagem.
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Figura 2 - Etapas da montagem de genomas adaptado de LANTZ et al (2018)
que facilita a compreensdo da ordem de softwares que devem ser executados
para se obter o genoma montado a partir do sequenciamento e os respectivos
arquivos gerados por cada um deles em cada etapa.

Nas etapas precedentes a montagem pode ser utilizado softwares como o
Trimmomatic (BOLGER, A. M.; LOHSE; USADEL, 2014) ou NGS QC Toolkit
(PATEL; JAIN, 2012) que sdo suites para realizag@o de varias etapas envolvidas no
controle de qualidade do sequenciamento, que inclui mas ndo se limita a: remogao
de adaptadores, remoc¢do de reads sem qualidade de sequenciamento, corte de
inicio ou fim de reads que possuem pares de base lidos com baixa qualidade,
remogdo de contaminagdes ¢ remogdo de reads ndo pareadas. Nesse momento
o bioinformata deve levar em considerag¢do a real necessidade de remogao de

reads de baixa qualidade, pois de fato remover pode ser discutivel (YANG et al.,
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2019). Consecutivamente, a qualidade pode ser atestada com auxilio de softwares
como FastQC ou FQC Dashboard (BROWN; PIRRUNG; MCCUE, 2017) para
visualizagdo geral das reads que serdo submetidas a montagem.

Com as reads limpas deve-se proceder a montagem, nesse momento o
bioinformata deve decidir entre varios montadores existentes, ndo s6 o mais
adequado, mas também o mais eficiente levando em consideracdo o recurso
computacional disponivel. H4 montadores mais rapidos, mas que exigem mais
memoria RAM, por exemplo. Isto ocorre devido as diferencas entre os algoritmos
implementados por cada software, sendo que os algoritmos mais conhecidos
utilizados por programas de montagem sao: Overlap-Layout-Consensus (OLC),
grafos de Brujin e caminhos eulerianos; entretanto devido a pouca sensibilidade
por erros de sequenciamento este tltimo nao € muito utilizado (KYRIAKIDOU
et al., 2018). O MASURCA (ZIMIN et al., 2013) ¢ um exemplo de montador que
utiliza o algoritmo OLC em combinag¢@o com grafos de Brujin para obter scaffolds.

Em geral, as sequéncias curtas precisam ser sobrepostas para obter contigs,
que entdo devem ser unidos em scaffolds (scaffolding) até alcangar o nivel
cromossdmico, com o fechamento de lacunas entre os scaffolds (gap filling) e
ancoragem e orientacao deles em cromossomos com mapas oticos/fisicos/genéticos
para obtencdo de pseudo-moléculas ou no melhor caso a sequéncia completa de
cada cromossomo. Considerando duas méaquinas configuradas com 2 Xeon 2Ghz
24 threads, com 32GB e 128GB de RAM DDR3 cada, a Tabela 1 apresenta uma
estimativa de tempo necessario para montagem de um genoma de 400mb. Para esta
estimativa deve-se considerar que o tempo pode variar drasticamente a depender

do conteudo repetitivo do genoma, aqui considerado cerca de 50%.
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Tabela 1 - Estimativa do tempo necessario para execucdo das analises de
bioinformatica de montagem de um genoma de 400mb a partir de 60x de cobertura

de dados brutos Illumina.

Descricao Semanas
Configuragdo do ambiente de trabalho 3
Controle de qualidade dos dados 2
Montagem do genoma 2
Ancoragem da montagem do genoma 1
Montagem do transcriptoma 2
Identificagdo dos elementos repetitivos 3
Predigao de genes 2
Predi¢do de NC-RNA 2
Alinhamento com blastp 5
Anotacdo com InterproScan 5 2
Anotacdo com eggNOG-mapper 2
Analises de transcriptdmica 3
Construgdo do banco de dados 15
Total 44

Apo6s a montagem, conforme a Figura 2, deve-se realizar uma validagdo da
montagem. Nesta etapa deve ser verificado métricas como N50, quantidade de N’s,
tamanho acumulado por sequéncia, nimero ¢ média de tamanho de sequéncias.
Para isso pode ser utilizado softwares como Quast (GUREVICH et al., 2013)
que valida comparativamente montagens de genoma e permite além de visualizar,
reportar as métricas da montagem em diversos formatos de arquivo e o BUSCO
(WATERHOUSE et al., 2018) que valida a completude da montagem quanto a
genes copia Unica que espera-se encontrar em uma montagem. Como o BUSCO
depende da predicdo de genes o ideal executd-lo apos o processo apresentado a

seguir, entretanto ele permite utilizar o genoma e realiza a predicdo dos genes.

1.2. Anotacio de Genomas

A anotacdo de genomas € o processo que identifica a estrutura e fungdo

de elementos e regides ao longo da molécula de DNA. O momento ideal para
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realizagdo deste processo ¢ apos todas as etapas do processo de montagem:
scaffolding, gap filling e ancoragem em pseudo-moléculas. Isto porque na anotagdo
estrutural, algumas coordenadas de elementos identificados (como genes por
exemplo) dependem de atributos da molécula onde foi identificado.

A primeira etapa da anotacdo de genomas ¢ a anotagdo estrutural, onde sdo
identificados os elementos repetitivos desde microssatélites a segmentos duplicados
e elementos génicos ndo funcionais (NC-RNA: tRNAs, rRNA, miRNAs entre
outros) e funcionais (genes codificadores de proteinas). Apos a anotagdo estrutural
¢ possivel visualizar os elementos identificados com navegadores de genoma como
JBrowse (BUELS et al., 2016).

1.3. Anotacao Estrutural

Ha dois tipos de regides no genoma que sdo: de baixa ou alta complexidade.
A complexidade de uma regido ¢ dada pelo nimero de pares de base que compde
um motivo que se repete, se ndo ha motivo a regido ¢é dita de alta complexidade.
Assim: “AAAA” tem motivo A e complexidade 1 (baixa), j4 ATATATAT tem
motivo AT e complexidade 2 (maior que a primeira). Para identificagdo desses
elementos repetitivos podem ser utilizados trés softwares em paralelo: MISA
(BEIER etal.,2017), REPET (FLUTRE et al., 2011) e SEDEF (NUMANAGIC et
al., 2018) pois os processos sao independentes. A identificagdo de microssatélites
com motivos de mono a hexa podem ser realizadas com o software MISA que é
de facil utilizagdo, apenas um script em Perl com possibilidade ainda de execugao
em servigo web. Ja o pacote REPET ¢ escrito em Python2 e exige conhecimentos
avancados para instalagdo e configuragdo dele e suas dependéncias. Por outro
lado, o REPET reune varios softwares especializados em predi¢cdo de elementos
transponiveis permitindo identificar com alta senilidade, agrupar e anotar varias
classes de elementos transponiveis. Ele possui varios filtros para remogao de falsos
positivos. Os segmentos duplicados sdo regides repetitivas com tamanho superior
amil pares de base (NUMANAGIC et al., 2018), denotando teoricamente o maior
tipo de elemento repetitivo no genoma. Para identificagao destas regides o SEDEF
¢ uma boa opc¢ao por ser de facil instalagdo, melhor usabilidade e possuir melhor

desempenho comparado aos softwares legados.
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A predicao de genes é uma das mais importantes etapas do processo
de anotacdo de genomas, de modo que varios softwares e pipelines foram
desenvolvidos com diferentes abordagens para realiza¢do da predi¢do de genes.
Em geral essa etapa sucede a identificagdo de elementos repetitivos por depender
do genoma com as regides de baixa complexidade mascaradas, a fim de facilitar a
execug¢do do preditor de genes, visto que uma regido de baixa complexidade como:
AAA...AAA (apenas A) ndo inclui genes.

Nesse contexto, o pipeline Seqping (CHAN et al., 2017) foi apresentado
como uma solu¢do consenso ao unir em si os mais prestigiados preditores para
eucariotos, que sdo GlimmerHMM (MAJOROS; PERTEA; SALZBERG, 2004),
SNAP (KOREF, 2004) e AUGUSTUS (STANKE; WAACK, 2003) para combinar
com auxilio do MAKER2 (HOLT; YANDELL, 2011) os genes preditos por
cada um dos trés softwares baseado na evidencia de transcritos de RNA-Seq
montado. Apesar dessa estratégia, abordagens ab initio dificilmente identificam
todas as regides transcritas e nao traduzidas (UTR) de todos os genes preditos
em organismos nao modelo. Isso acontece porque o Augustus tem dificuldade em
identificar essas regides para aqueles organismos cujo modelo de predicao destas
regides nao foi treinado (HOFF; STANKE, 2018).

Para predizer os genes codificadores de tRNA podem ser utilizados os
softwares ARAGORN (LASLETT; CANBACK, 2004), o tRNAscan-SE (LOWE;
EDDY, 1997) ou o consenso de ambos. Ja para predizer os genes codificadores de
rRNA pode ser utilizado o software RNAMMER (LAGESEN et al., 2007). Outros
RNAs podem ser preditos com o software INFERNAL (NAWROCKI; EDDY,
2013) contra o sequéncias que podem ser obtidas do banco de dados RFAM
(SWEENEY et al., 2019) ¢ RNAcentral (SWEENEY et al., 2019).

1.4. Anotacio Funcional

Apos a anotagdo estrutural pode-se proceder a anotagdao funcional para
identificacdo da fungdo bioldgica dos genes codificadores de proteinas (BOLGER,
M. E.; ARSOVA; USADEL, 2018). Nesta etapa as proteinas sdo analisadas
alinhando-as contra varios bancos de dados para identificagdo dominios, familias

e relagdes evolutivas (ortélogos e grupos de ortdlogos) entre elas conforme
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apresentado na Figura 3. Para isso podem ser utilizados os softwares Diamond
(BUCHFINK; XIE; HUSON, 2014), InterproScan5 (JONES et al., 2014) e
EggNOG-mapper (HUERTA-CEPAS et al., 2017) contra bancos de dados como
NR RefSeq (O’LEARY et al., 2016), Uniprot SWISS/TREMBL (BATEMAN,
2019), EGNOGG (JENSEN et al., 2008), PANTHER (MI et al., 2019), PFam
(EL-GEBALI et al., 2019) entre outros.

Predicdo de genes

Dominios, sitios e familias [ ENEN Reacdes e vias de sintese

Termos GO I - Nome provavel

Figura 3 - Trés abordagens da anotag@o funcional adaptado de LANTZ et al.

(2018) que permite identificar com maior sensibilidade pelos softwares implicitos

na figura: o Diamond, o EggNOG-mapper e InterproScan.

As analises podem ser executadas localmente ou em servigos web, sendo que

existem ainda pipelines automatizados para anotacao funcional como Blast2GO e
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KAAS (BOLGER, M. E.; ARSOVA; USADEL, 2018). Com a anotagao funcional
realizada € possivel atribuir funcdes e nomes aos genes cuja proteina foi anotada.
Em geral um dos atributos mais importantes inferido a um gene ¢é a ontologia.

O consorcio Gene Ontology (GO) (ASHBURNER et al., 2000) é a maior
convencao de pesquisadores para geréncia dessas ontologias. Eles definem um
codigo para cada ontologia que pode ser atribuida a um gene. Uma vez que um
gene tem seu nome como cddigo alfanumérico pode ser validado facilmente e
portado para diferentes softwares e analises sem qualquer preocupacido que a
informacao possa ndo ser entendida pelo outro lado. Apesar de vantajoso o GO
pode ser considerado complexo de modo que outras ontologias para anotagao,
como MapMan4 BIN (SCHWACKE et al., 2019), tem sido criadas.

A etapa de anotacdo funcional no processo de anotagdo do genoma é
ilimitada. Apesar de um gene ser anotado por homologia com alta identidade
contra outro gene e¢/ou por similaridade de seu produto polipeptidico contra o de
outro gene, ainda assim, analises mais profundas como de vias de sintese ou de
redes de interagdo de proteinas podem apresentar outras fungdes mais importantes
do gene para o organismo. Nesse sentido, ¢ necessario validacdo experimental e

curadoria manual para determinar com certeza anotacdes dos genes.

2. CONCLUSAO

A montagem do genoma ndo ¢ trivial, mas ¢ base para outros estudos que
dependem do conhecimento gendmico do organismo no contexto estrutural e
funcional. Se a pesquisa dispensa estrutura ou fun¢@o, abordagens alternativas
como transcriptdmica (LEEBENS-MACK et al., 2019) ou pseudo-genoma
(KOWALSKI; GRABOWSKI; DEOROWICZ, 2015) por exemplo, podem ser
realizadas para contornar os desafios de montar e anotar. Como esses desafios
restringem a quantidade de dados gendmicos disponiveis para um niimero resumido,
projetos envolvendo multiplos genomas (CHENG et al., 2018; GOODSTEIN et al.,

2012) vem surgindo e sdo referenciados de alto valor para a comunidade cientifica.
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