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RESUMO

O palmito € um dos Produtos Florestais Ndo Madeireiros (PFNMs) com maior
importancia socioecondmica. Possui grande aceitacdo no Brasil e no mundo. Trés
espécies de palmeiras se destacam na producdo de palmito no Brasil: Euterpe edulis
Mart, Euterpe oleracea Mart. e Bactris gasipaes Kunth. A Euterpe edulis é uma
palmeira caracteristica da Mata Atlantica ameacada de extin¢do. Dela se extrai o
palmito jucara. Diferentemente da E. oleracea (acaizeiro) e da B. gasipaes (pupunha), a
E. edulis possui estipe Unico, 0 que provoca a morte da palmeira quando usada para a
extracdo do palmito. Os caracteres morfolégicos sdo os principais meios de informacéo
na identificacdo de plantas; e a identificacdo de palmeiras geralmente depende da
interpretacdo do material vegetativo e reprodutivo. Desta forma, € dificil distinguir as
espécies examinando apenas o palmito. Este trabalho tem como objetivo o
desenvolvimento de uma metodologia que identifique o palmito proveniente das
espécies E. edulis, E. oleracea e B. gasipaes através da técnica de Hight Resolution
Melting (HRM). O proposito é disponibilizar uma metodologia de certificacdo e
autenticacdo molecular de palmitos in natura e em conserva proveniente de cada uma
destas trés espécies de palmeira e assim contribuir para a conservacao e atuar Ccomo uma
ferramenta de validacdo do produto que chega até o consumidor. Inicialmente primers
universais foram usados para amplificar e sequenciar oito diferentes locos do DNA do
cloroplasto a partir de amostras foliares destas trés espécies de palmeira, oriundas de
diferentes procedéncias. As sequéncias foram analisadas no programa MEGA 7 na
busca por polimorfismos que permitissem a discriminacdo das espécies. Dos oito locos
testados, em trés foram observadas substituicbes de diferentes classes de Single
Nucleotide Polimorphisms (SNPs). Um novo par de primers, especifico para uma destas
regides polimorficas, contendo trés SNPs, foi desenhado e utilizado nas rea¢des de HRM
com amostras de palmito in natura, palmito em conserva e folhas. As anéalises de HRM
foram realizadas no programa Bio-Rad Precision Melting Analysis®. O indice de
confiabilidade com que cada amostra foi atribuida a um cluster variou de 97,7% a
98,9% e a Temperatura de melting (Ty,) convencional de E. edulis e B. gasipaes foi de
76°C e de E. oleracea foi de 76,4°C. Nas analises por HRM foram formados trés
clusters, o que permitiu identificar as amostras provenientes das trés espécies de
palmeiras, independentemente do tecido analisado. Isto demonstra a sensibilidade e
robustez da técnica empregada neste estudo e seu potencial uso na autenticacdo de
palmitos.

Palavras chave: Euterpe edulis, Euterpe oleracea, Bactris gasipaes, cpDNA; High
Resolution Melting; SNPs
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ABSTRACT

Palm heart is one of the Non-Timber Forest Products (NTFPs) of major socioeconomic
importance. It is widely accepted in Brazil and in the world. Three palm species stand
out in the production of heart of palm in Brazil: Euterpe edulis Mart, Euterpe oleracea
Mart. and Bactris gasipaes Kunth. The Euterpe edulis from it the ‘palmito-jucara’ is
extracted it is a threatened of extinction. And is found principally at the Atlantic Forest
As opposed to E. oleracea (agaizeiro) and B. gasipaes (pupunha), the E. edulis has a
unique stalk, and the extraction of heart of palm provoke, the death of an entire plant.
Morphological characters are the main means of information in the identification of
plants. The identification of palm trees depends on the interpretation of the reproductive
or vegetative material. Thus it is difficult to distinguish the species by examining only
the palm heart. This work aims to develop a methodology that identify the fresh palm
heart and canned palm hearts from the species E. edulis, E. oleracea and B. gasipaes
through the technique of Hight Resolution Melting (HRM). The purpose is to provide a
methodology for certification and molecular authentication of fresh palm hearts from
each of these three palm species and thus contribute to conservation and operate as a
validation tool for the product that reaches the consumer. Initially universal primers
were used for the amplification and sequencing eight different loci in the cpDNA from
leaf samples of these three palm species, come from different places. The sequences
were analyzed in the MEGA 7 program in the search for polymorphisms that allowed
the discrimination of the species. Eight loci were tested, in three loci were observed
substitutions of different classes of single nucleotide polymorphisms (SNPs). A new
pair of primers, specific for one of these polymorphic regions, contains three SNPs, was
designed and used in HRM reactions with samples of fresh palm heart, canned palm
hearts and leafs. As HRM analyzes were performed in the Bio-Rad Precision Melting
Analysis® program. The confidence index with which each sample being assigned to
the cluster ranged from 97.7% to 98.9% and the conventional melting temperature (Tm)
of the E. edulis and B.gasipaes was 76, 0°C and E. oleracea was 76, 4 °C. In HRM
analyzes three clusters were formed, which allowed identify samples from the three
palm species, independent of the analyzed tissue. This confirms the sensitivity and
robustness of the technique used in this study and its potential use in the authentication
of palm hearts.

Key words: Euterpe edulis, Euterpe oleracea, Bactris gasipaes, cpDNA; High
Resolution Melting; SNPs
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1. Introducéo

1.1.Produtos Florestais Nao Madeireiros (PFNMs)

O crescimento populacional humano é um fator agravante para os problemas do
meio ambiente. A relacdo entre a populacdo humana e a busca por recursos e espaco
pressiona diretamente 0s ecossistemas, que sao colocados em risco (MITTERMEIER et
al.2003; 2011; SCHNEIDER et al., 2011). Os recursos com valor econdbmico sao
consumidos mais rapido do que podem ser regenerados pela natureza. O extrativismo
predatério ndo sustentavel € mais comum em regides que possuem elevada urbanizacao
(SIMOES e LINO, 2003; RICKLEFS, 2012).

O processo de transformacdo de matéria prima florestal pode resultar em produtos
madeireiros e ndo madeireiros. Os PFNMs sdo recursos ou produtos de origem vegetal, ndo
lenhosos, obtidos das florestas para comercializagdo ou subsisténcia. Abrangem uma ampla
gama de produtos como cipo, resina, 6leo, gomas, sementes, castanhas, temperos, tinturas,
bambu, palmito, dentre outros (SNIF, 2016a). Em 1992 foi aprovada pela Conferéncia das
NagOes Unidas sobre Meio Ambiente e Desenvolvimento a Agenda 21, onde foi
reconhecido o papel e a importancia dos PFNMs na manutencgdo sustentavel das florestas
(FAO, 1995).

Os PFNM s sdo subdivididos de acordo com o tipo de uso: alimenticios, aromaticos,
medicinais, toxicos e corantes, borrachas, ceras, fibras e gomas nédo elésticas. Dentre 0s
PFNMs brasileiros com fins alimenticios, destacam-se em quantidade a erva-mate, a

castanha-do-para, o acai (fruto), o umbu (fruto) e o palmito (Tabela 1) (SNIF, 2016).



Tabela 1. Quantidade em toneladas (t) dos principais PFNMs extraidos no Brasil de 2005 a 2015.

g:g’gu‘]t'g 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015
Quantida
de (t)
Acal (Fruto)  104.874  101.341  108.033 120.890 115947 24421 215381 199.116 202.216 198.149 216.071
Cas?gjzade 5.677 5,538 5480  4.447 4238 4030 3179 3054 2931 2489 2280
Castanha-
o D 30975  28.806 30406 30.815 37.467 40357 42.152 38.805 38.300 37.499  40.643
Ervamate  238.869  233.360 225957 210.773 218.102 227.462 229.681 252700 300.128 333.017 338.801
Mangaba 811 824 773 711 699 722 680 677 639 685 663
Palmito 7.863 6.524 6037 5873 5076 4920 5563 4787 4620 4729  4.669
Pinhio 4.609 5.203 4887 4768 5066 5715 8032 9638 8293 8393 8393
Umbu
(Fruto) 9.070 8.891 8619 9268 9428 9804 9323 7980 7561 8094  8.094
Total 402.748 390487 390.192 396545 396.023 293.010 298.610 516.757 564.688 593.055 619.614

Adaptado de SNIF, 2016

O Brasil € o maior consumidor e produtor de palmito em termos de exportagdo de

palmito industrializado, a Costa Rica e 0 Equador séo paises que se destacam (MODOLO,
V. Aetal. 2012).

Atualmente o cenario de producdo do palmito no Brasil deixou de ser

majoritariamente baseado no extrativismo predatério de espécies como a jucara (Euterpe

edulis Mart.), o acai (Euterpe oleracea Mart.) e também da pupunheira (Bactris gasipaes

Kunth.) e comecou a se sustentar no cultivo de determinadas espécies ou no manejo
sustentavel das nativas (MODOLO, V. A et al. 2012).

No periodo de 2005 a 2014 o valor de palmito extraido no Brasil variou de 6 a 13

milhdes de reais por ano aproximadamente. (IBGE, 2005-2015). E no periodo de 2005 a
2015 a quantidade de palmito extraida variou de 7.863 ton. a 4.620 ton. (Tabela 1). Tal

reducdo pode estar relacionada ao ganho de mercado da venda de palmito in natura (B.

gasipaes), tendo em vista que 0 mesmo pode proporcionar ao produtor taxas de retorno

melhores, mais elevadas, quando comparada a venda de palmito em conserva,

industrializado. O palmito in natura permite venda direta em feiras, supermercados ou

restaurantes, a partir de um produto sem adicdo de conserva (ANEFALOS et al. 2010).



De acordo com o mercado internacional os principais importadores mundiais de
palmitos sdo: Franga, Argentina, Estados Unidos, Espanha e Chile (RIBEIRO e ARAUJO,
2013). A Costa Rica e o Equador assumiram a lideranca como maiores mercados de
exportacdo de palmito devido principalmente aos plantios de pupunha (Bactris gasipaes),
realizados de forma organizada, com ganhos em escala e como consequéncia pre¢os mais
baixos (GUERREIRO, 2002; SAMPAIO, 2007).

A existéncia de planos de manejo destas espécies tem permitido ganhos em padréo
e qualidade dos produtos, o que favorece a consolidacdo do mercado interno. A retomada
do mercado externo depende também do fornecimento regular do produto (SANTOS et al,
2008).

1.2.Principais espécies de palmeiras produtoras de palmito no Brasil

O caule das palmeiras recebe o nome de estipe e é no apice desta regido que o
palmito estd localizado. Naturalmente todas as espécies de palmeiras produzem palmito.
Contudo, devido as caracteristicas organolépticas, algumas espécies ndo sdo aceitas pelo
consumidor. No Brasil existem trés espécies de palmeiras produtoras de palmito que se
destacam: o acai (Euterpe oleracea), a jucara (Euterpe edulis) e a pupunha (Bactris
gasipaes) (DANIEL, 1997; LORENZI et al., 2010).

Estas trés espécies pertencem a familia Arecaceae, que é composta por 183 géneros
com aproximadamente 2.400 espécies distribuidas principalmente em regides tropicais
(UHL e DRANSFIELD, 1987; BAKER et al., 2011). O Brasil possui a maior diversidade
de Arecaceae, tendo em vista que a Amazobnia, Cerrado e Mata Atlantica possuem
respectivamente146, 81 e 59 espécies (FLORA DO BRASIL, 2020).

A espécie Euterpe edulis, conhecida popularmente como palmito jucara, jucara
icara, palmito-doce, palmiteiro, ensarova ou ripeira (LORENZI et al., 2010) é uma
palmeira comumente encontrada no Cerrado e principalmente, na Mata Atlantica brasileira
(Figura 1). A Mata Atlantica e o Cerrado estdo entre os 35 Hotspots de biodiversidade mais
importantes do mundo. Atualmente a Mata Atlantica encontra-se em terceiro lugar atras
apenas dos Andes e Tumbes-Choco-Magdalena e seguida do Cerrado (REIS et al., 2000;
MITTERMEIER et al.,2011; FLORA DO BRASIL, 2020).



Figura 1. Distribui¢do geografica com ocorréncias confirmadas de Euterpe edulis na Mata Atlantica e
Cerrado (FLORA DO BRASIL, 2020).

A palmeira-jucara possui estipe Unico (Figura 2),e a retirada do meristema apical,
onde estd contido o palmito, leva a morte de toda a palmeira. Tendo em vista essa
caracteristica, seu cultivo é menos viavel economicamente e a comercializacdo
indiscriminada da espécie pode aumentar o grau de ameaca da mesma.

Dentre a ampla gama de utilidades da palmeira jucara destacam-se a producédo de
sementes para artesanato, utilizacdo dos frutos para producdo de polpa, ripas para
construcdo e, como principal produto fornecido, o palmito, que pode ser consumido em
conserva ou in natura (SECRETARIA DO MEIO AMBIENTE, 2007; LORENZI et al.,
2010).

A- Euterpe edulis B- Euterpe oleracea C- Bactris gasipaes

Figura 2. Diferentes estipes das trés principais palmeiras produtoras de palmito. A - Euterpe edulis (Estipe
Unico), B - Euterpe oleracea (Cespitosa) e C - Bactris gasipaes (Cespitosa). Adaptado de:
http://infograficos.estadao.com.br/public/cidades/palmeira-jucara.



Euterpe oleracea é comumente chamada de acai-do-para, acai, palmito-acali,
acaizeiro, palmiteiro ou agai. E uma palmeira cespitosa (Figura 2), caracteristica que
facilita sua exploracdo comercial tendo em vista que a retirada do meristema apical, onde
estd contido o palmito, ndo leva a morte de toda palmeira. Possui estatura média ou de
grande porte (varia de 3 a 20m de altura). Possui como utilidades principais a produgéo do
fruto (acai) e palmito, que é consumido principalmente em conserva (LORENZI et al.,
2010). E uma palmeira nativa da Amazénia e do Cerrado brasileiro (Figura 3) (FLORA
DO BRASIL, 2020).

Figura 3. Distribui¢do geografica com ocorréncias confirmadas de Euterpe oleracea na Amazonia e Cerrado
(FLORA DO BRASIL, 2020).

Bactris gasipaes é comumente chamada de pupunha ou pupunheira. E uma
palmeira de grande porte (pode alcancar até 20m de altura) e cespitosa (Figura 2) como a
E. oleracea, o que facilita a exploracdo comercial do seu palmito. Possui como utilidades
principais a producdo do fruto e do palmito que é consumido em conserva ou in natura
(LORENZI, et al., 2010). E nativa da regifo amazonica e América Central (Figura 4)
(FLORA DO BRASIL, 2020).



Figura 4. Distribuicdo geogréfica com ocorréncias confirmadas de Bactris gasipaes na Amazonia (FLORA
DO BRASIL, 2020).

A espécie E. edulis se constituiu ao longo dos anos como fornecedora de um dos
mais importantes PFNMs da Mata Atlantica, o palmito-jucara, que possui elevado valor e
importancia econdmica. Também possui elevado valor ecologico e é considerada uma
palmeira chave para este bioma, servindo de alimento para diversas espécies de aves e
mamiferos, por exemplo No entanto, nas ultimas décadas houve uma expressiva redugdo
na sua area de ocorréncia nativa devido principalmente a exploracdo predatoria praticada
pelo homem (REIS et al., 2000; REIS et al., 2003;BARROSOet al., 2010; SOARES,
2015).

Euterpe edulis atualmente encontra-se na Lista Brasileira de espécies ameacadas de
extingcdo classificada como Vulneravel (VU) (LEITMAN et al., 2013). O extrativismo €
colocado como uma das principais causas da reducdo das populacdes naturais de E. edulis,
no entanto a perda de habitat, fragmentacdo e destruicdo dos ambientes naturais séo
consideradas as maiores ameacas para a espécie (JOHNSON et al., 1996; GALETTI et al.,
2006; STEFFLER et al., 2008). A International Union for Conservation of Nature (IUCN)
ainda ndo avaliou a espécie E. edulis e, portanto, ndo existe registro na lista vermelha de
espécies ameacadas em nivel internacional.

O extrativismo predatorio é fortalecido pela forte demanda por produtos extraidos
de modo ilegal (SIMOES e LINO, 2003). Entre os principais responsaveis pelo processo
predatorio estd a facilidade de extracdo e comercializagdo. Os estados brasileiros de Séo
Paulo, Santa Catarina, Rio Grande do Sul e Parana, possuem legislacdo que respalda a
exploracdo sustentavel da palmeira jucara. Em S&o Paulo a Resolucdo SMA N° 16 de
1994, estabelece normas para exploracdo da palmeira Jucara; Em Santa Catarina a



Resolugdo CONAMA N° 294 de 2001 dispde sobre o Plano de Manejo do Palmiteiro
Euterpe edulis; No Rio Grande do Sul o Decreto Estadual n® 38.355 de 1998, prevé a
possibilidade de manejo sustentavel da palmeira Jucara nativa e implantada para palmito. E
no Parand a Resolucdo N° 019 de 2010 estabelece normas e procedimentos para a protecdo
e utilizacdo do palmito Euterpe edulis (JUCARA, 2015).

Fébricas que produzem palmito legalmente séo registradas no Instituto Brasileiro
do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais (IBAMA). Entretanto, tal registro ndo garante
que os palmitos sejam adquiridos de produtores que prezam pela producao sustentavel do
palmito. Sendo assim, nada as impede de adquirir palmitos clandestinos em meio aos
palmitos extraidos de modo legal sob a justificativa de baixar os custos de producdo,
manter o produto competitivo no mercado e viabilizar o funcionamento constante da
fabrica (FANTINI, A. C. et al. 1997; REIS et al., 2003).

Vale lembrar que os fabricantes de alimentos ndo sdo apenas responsaveis pela
autenticidade de seus produtos, mas também pela seguranca dos mesmos. O Padrdo de
qualidade e apresentacdo de regularidade no fornecimento de palmito é exigido e esperado
pelos clientes e pela cadeia produtiva (RODRIGUES e DURIGAN, 2007; DRUML et al.,
2015).

Os caracteres morfol6gicos sdo os principais meios de informacdo na identificacao
de plantas e a identificacdo de palmeiras geralmente depende da interpretacdo do material
vegetativo e reprodutivo. No entanto, é dificil distinguir as espécies examinando apenas o0
palmito. Avancgos nas técnicas de biologia molecular tém proporcionado novos controles
analiticos para garantir a autenticidade dos alimentos como peixes, carnes, chas e frutos
(PAPPALARDO e FERRITO, 2015; DRUML et al, 2015; LOPEZ-CALLEJA et al, 2015;
XANTHOPULOQU et al, 2016). A autenticacdo de géneros alimenticios através da
determinacdo de espécies baseada na analise do DNA é fundamental para garantir a
integridade do fornecimento de alimentos, assim como a seguranca (BALLIN, 2010;
FAJARDO et al., 2010).

Quanto a autenticacdo de palmitos produzidos a partir de diferentes espécies de
palmeiras no Brasil (E. edulis, E. oleracea e B. gasipaes), o desenvolvimento de uma
ferramenta analitica confidvel, sensivel e pratica, que facilite o teste de controle da origem
desses palmitos, tem grande importancia socioecondmica e ambiental, embora ainda néo

esteja disponivel.



Vérias regides do cpDNA (DNA de cloroplasto) possuem variacdo suficiente para
identificar espécies de plantas por PCR e sequenciamento (CBOL et al., 2009). Atualmente
existem diferentes marcadores moleculares amplamente utilizados com este objetivo:
nriTS, nrITS2, accD, matK, ndhj, rpoB, rpoC1, ycf5, atF-H, psbK-I, rbcLa, trnH-psbA e
trnL (HOLLINGSWORTH et al., 2011).

A PCR quantitativa em tempo real (QPCR) é uma técnica derivada da PCR
convencional. Possui maior sensibilidade, o que proporciona uma quantificacao precisa dos
genes a partir de quantidades minimas de DNA molde. N&o requer manuseio de amostras
p6s-PCR, 0 que evita a potencial contaminacdo dos produtos da reacdo e resulta em
ensaios mais rapidos e com maior rendimento. Devido & sensibilidade da reacdo €
comumente utilizada para identificar alimentos (HEID et al., 1996; VANGUILDER et al.,
2008). Em palmitos, a g°PCR vem sendo utilizada para outros fins, como por exemplo: na
determinacdo da expressdo génica da neurotoxina de Cloristridium botulinum tipo A
(OLIVEIRA, 2008) e deteccdo de Trypanosoma cruzi em polpa de acai (Euterpe oleracea)
(VIEIRA, 2015).

Associada a técnica de gPCR, a técnica de HRM envolve elevar a temperatura do
produto da PCR, enquanto o software mede a fluorescéncia da reacdo. A medida que a
amostra é aquecida, o produto da PCR comeca a desnaturar e had a diminuicdo na
fluorescéncia e a formacdo da curva de melting. A temperatura de melting (Tm) de um
trecho do DNA depende da sua sequéncia de nucleotideos e do tamanho em pares de base.
A sensibilidade da técnica é alta e, mesmo com um curto produto de PCR, uma Unica
mutacdo em um Unico nucleotideo altera a Tm e isso permite a discriminacdo de dois ou
mais genotipos ou alelos.

Portanto, a forma da curva de melting € uma excelente ferramenta para ser
utilizada com carater diagnéstico (VENTER et al, 2001; WITTWER et al., 2003). A
analise de HRM tem sido utilizada para diversos fins tais como: ferramenta para verificar
adulteracdo em oleos vegetais (VIETINA et al., 2013), autenticacdo de vinho (PEREIRA
et al., 2017) e autenticacdo de cultivares de azeitonas (MACKAY et al., 2008).



2. Objetivos

2.1.0Dbjetivo geral

Desenvolver um método de identificacdo e discriminagdo de palmito in natura e em
conserva provenientes das espécies: E. edulis, E. oleracea e B.gasipaes, através da técnica

de HRM, usando regides polimdrficas do cpDNA.

2.2.0Dbjetivos especificos

Detectar regides polimdrficas no cpDNA das trés espécies de palmito; selecionar
locos contendo SNPs diferenciais entre as trés espécies; padronizar a técnica de High
Resolution Melting usando folhas; aplicar a analise de HRM para palmitos in natura e em
conserva; contribuir para a conservacdo da espécie ameacada E. edulis e apresentar a
técnica empregada no estudo como ferramenta adequada para uso na validagdo do produto

que chega até o consumidor.
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Resumo

O palmito € um Produto Florestal Ndo Madeireiro (PFNM) com grande aceitacdo no Brasil
e no mundo. Existem trés principais palmeiras produtoras de palmito: Euterpe edulis Mart,
que produz o valioso palmito jugara e corre risco de entrar em extin¢do; Euterpe oleracea
Mart., que produz o palmito acai; e Bactris gasipaes Kunth, que produz o palmito
pupunha. A identificacdo morfologica do palmito in natura e em conserva nao é facil. O
objetivo deste trabalho foi disponibilizar uma metodologia de certificacdo e autenticagéo
molecular de palmitos in natura e em conserva proveniente de cada uma destas trés
espeécies de palmeira, e assim contribuir para a conservacdo atuando como uma ferramenta
de validacdo do produto que chega até o consumidor. Dos oito locos de cpDNA testados,
em trés foram observadas substituicbes de diferentes classes de Single Nucleotide
Polimorphisms (SNPs). Um novo par de primers, especifico para uma destas regides
polimorficas presentes no loco psbK-I1, foi desenhado e utilizado nas reacbes de HRM com
amostras de palmito in natura, palmito em conserva e folhas. As analises de HRM foram
realizadas no programa Bio-Rad Precision Melting Analysis®. O indice de confiabilidade
com que cada amostra foi atribuida ao cluster variou de 97,7% a 98,9% e a Temperatura de
melting (T) de E. edulis e B.gasipaes foi de 76°C e de E. oleracea foi de 76,4°C. Nas
analises por HRM foram formados trés clusters, o que permitiu identificar as amostras
destas espécies de palmeiras, independentemente do tecido analisado. Isto demonstra a
sensibilidade e robustez da técnica empregada neste estudo e seu potencial uso na

autenticacdo de palmitos.

Palavras chave: Euterpe edulis, Euterpe oleracea, Bactris gasipaes, cpDNA; High
Resolution Melting; SNPs.
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1. Introducéo

O palmito é um produto alimenticio aceito mundialmente que faz parte da categoria
de Produtos Florestais Ndo Madeireiros (PFNMSs), 0s quais correspondem a recursos ou
produtos de origem vegetal, ndo lenhosos, obtidos das florestas para comercializacdo ou
subsisténcia. Mais da metade dos PFNMs no mundo sdo comercializados sem que haja
transformacdo (SNIF, 2016a). O Brasil € um dos principais produtores de palmito,
juntamente com Equador e Costa Rica (RODRIGUES e DURIGAN 2007).

No periodo de 2005 a 2015, a quantidade de palmito extraida no Brasil variou de:
4.620 a 7.863 toneladas (IBGE, 2005-2015). Os principais importadores mundiais de
palmitos sdo: Franga, Argentina, Estados Unidos, Espanha e Chile (RIBEIRO e JORGE,
2013). Nos ultimos anos a Costa Rica e o Equador assumiram a lideranca como maiores
mercados de exportacdo de palmito devido principalmente aos plantios de pupunha,
realizados de forma organizada, com ganhos em escala e como consequéncia, pregos mais
baixos (GUERREIRO, 2002; SAMPAIO, 2007).

No Brasil existem trés espécies de palmeiras produtoras de palmito que se
destacam: o acaizeiro (Euterpe oleracea), a jucara (Euterpe edulis) e a pupunha (Bactris
gasipaes), todas pertencentes a familia Arecaceae. A E. edulis ocorre nos biomas; Cerrado
e Mata Atlantica, que estdo entre os 35 Hotspots de biodiversidade mais importantes do
mundo. A Mata Atlantica ocupa o terceiro lugar nesta lista, e 0 Cerrado ocupa o quarto
lugar do ranking mundial (REIS et al., 2000; MITTERMEIER et al., 2011; FLORA DO
BRASIL, 2020). Esta palmeira possui estipe Unico e a retirada do meristema apical, onde
esta contido o palmito, leva a morte de toda a planta. Esta caracteristica peculiar, somada
ao extrativismo ilegal e a comercializacdo indiscriminada da espécie, pode aumentar o grau
de ameaca da mesma.

Uma ampla gama de utilidades € destacada para a palmeira jucara: a producédo de
sementes para artesanato, polpa da fruta (para producdo de sorvete e do acai de jucara),
ripas para constru¢do e, como principal produto fornecido, o palmito, que pode ser
comercializado em conserva ou in natura (SECRETARIA DO MEIO AMBIENTE, 2007;
LORENZI et al., 2010). A E. oleracea €é nativa da Amazonia e do Cerrado brasileiro. E
cespitosa, caracteristica que favorece a sua exploracdo, tendo em vista que a retirada do
meristema apical, onde estd contido o palmito ndo leva a morte de toda palmeira. Suas
principais utilidades sdo a producdo do fruto (agai) e palmito, que € consumido
principalmente em conserva (LORENZI et al., 2010; FLORA DO BRASIL, 2020). A B.



19

gasipaes é nativa da Amazénia e América Central, é cespitosa o que facilita a exploragéo
comercial do seu palmito, que é seu principal produto, seguido do fruto (LORENZI et al.,
2010; FLORA DO BRASIL, 2020).

A espécie E. edulis possui elevado valor ecologico, sendo considerada uma
palmeira chave para a Mata Atlantica, tendo em vista que seu fruto serve de alimento para
diversas espécies de aves e mamiferos (BARROSO; et al., 2010; SOARES, 2015). Esta
espécie constituiu-se ao longo dos anos como fornecedora de um dos mais importantes
PFNM da Mata Atlantica, o palmito jucara, que possui elevado valor e importancia
econdmica.

Apesar da sua importancia ecoldgica e socioecondmica, nas Ultimas décadas houve
uma expressiva reducdo na sua area de ocorréncia nativa devido principalmente a
exploracdo predatéria praticada pelo homem (REIS et al.,, 2000; REIS et al., 2003).
Atualmente E. edulis encontra-se na Lista Brasileira de espécies ameagadas de extingdo e €
classificada como Vulneravel (VU) (LEITMAN et al., 2013).Sendo o extrativismo uma
das principais causas da reducdo das populacdes naturais de E. edulis. No entanto, a perda
de habitat, fragmentacdo e destruicdo dos ambientes naturais sdo consideradas as maiores
ameacas para a espécie (JOHNSON et al., 1996; GALETTI et al., 2006; STEFFLER et al.,
2008).

O extrativismo predatério e ndo sustentavel é mantido pela demanda existente por
produtos que possuem elevado valor comercial agregado. (SIMOES e LINO, 2003). Entre
as principais causas do processo predatorio estdo a facilidade de extracdo e
comercializagdo do palmito jucara. No Brasil, os estados de: Sdo Paulo, Santa Catarina,
Rio Grande do Sul e Parana, possuem legislacdo que apoia a exploracdo sustentavel da
palmeira jucara (JUCARA, 2015). Tal registro ndo garante que os palmitos sejam
adquiridos de produtores que prezem pela producdo sustentavel do palmito. Sendo assim,
nada os impede de adquirir palmitos clandestinos em meio aos palmitos extraidos de modo
legal sob a justificativa de baixar os custos de producdo, manter o produto competitivo no
mercado e viabilizar o funcionamento constante da fabrica (FANTINI, A. C. et al. 1997,
REIS et al., 2003).

E possivel identificar palmeiras a partir da interpretacdo do material vegetativo e
reprodutivo, no entanto, € dificil distinguir as espécies examinando apenas o palmito.
Avangos nas técnicas de biologia molecular tém proporcionado novos controles analiticos

para garantir a autenticidade dos alimentos como peixes, carnes, chas e frutos
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(PAPPALARDO e FERRITO, 2015; DRUML et al., 2015; LOPEZ-CALLEJA et al.,
2015; XANTHOPULOU et al, 2016). A autenticacdo de géneros alimenticios, através da
determinacdo de espécies baseada na analise do DNA é fundamental para garantir a
integridade do fornecimento de alimentos, assim como a seguranca (BALLIN, 2010;
FAJARDO et al., 2010). Quanto a autenticacdo de palmitos produzidos a partir de
diferentes espécies de palmeiras no Brasil (E. edulis, E. oleracea e B. gasipaes), 0
desenvolvimento de uma ferramenta analitica confiavel, sensivel e préatica que facilite o
teste de controle da origem desses palmitos tem grande importancia socioecondmica e
ambiental, embora ainda néo esteja disponivel.

Atualmente existem diferentes marcadores moleculares amplamente utilizados para
identificar plantas por PCR e sequenciamento: nriTS, nrITS2, accD, matK, ndhj, rpoB,
rpoC1, ycfb, atF-H, psbK-I, rbcLa, trnH-psbA e trnL (HOLLINGSWORTH et al, 2011). A
PCR quantitativa em tempo real (qPCR) é uma técnica derivada da PCR convencional.
Devido a sensibilidade da reacdo, a técnica de qPCR é comumente utilizada para
identificar alimentos (HEID et al., 1996; VANGUILDER et al., 2008; OSATHANUNKUL
et al., 2016). Em palmitos, a técnica vem sendo utilizada para determinar a expressao
génica da neurotoxina de Cloristridium botulinum tipo A (OLIVEIRA, 2008) e detectar
Trypanosoma cruzi em polpa de acgai (Euterpe oleracea) (VIEIRA, 2015).

A gPCR aliada a técnica de High Resolution Melting (HRM) aplicada para
identificar espécies e analisar alimentos é recente (DRUML e CICHNA-MARKL, 2014;
RUGMAN-JONES e STOUTHAMER, 2016; SIMKO, 2016). A analise de HRM maostrou
ser uma ferramenta eficiente para a varredura génica de mutagdes desconhecidas ou SNPs
na analise de alimentos para identificar a presenca de microrganismos (DRUML e
CICHNA-MARKL, 2014). A analise de HRM também foi realizada com o gene trnL do
cpDNA, e foi possivel a identificacdo da adulteracdo das principais espécies de feijao
gregas e mediterraneas (MADESIS et al., 2012). As sequéncias utilizadas neste estudo
possuiram variacdo capaz de produzir diferencas no HRM. Foram observadas duas
delecGes e sete SNPs responsaveis por diferencas nas curvas de melting entre o produto da
PCR das diferentes espécies. A analise de HRM para identificacdo de uma variedade de
lentilhas foi associada a cinco marcadores microssatélites (SSRs) em paralelo com o gene
rpocl do cpDNA. Foram observados trés SNPs responsaveis pelas diferencgas nas curvas de
melting observadas entre as diferentes espécies e auxiliaram na identificacdo da variedade
de lentilhas desejada (BOSMALI et al., 2012).
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A sensibilidade da técnica HRM é alta, pois uma Unica mutacdo em um Unico
nucleotideo pode alterar a T, e isso permitir a discriminacdo de dois ou mais genotipos, ou
alelos. A forma da curva de melting € uma excelente ferramenta para ser utilizada com
carater diagndstico (RIRIE et al., 1997; VENTER et al, 2001; WITTWER et al., 2003).

Este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de um método de identificacdo
e discriminacdo de palmito in natura e em conserva provenientes das espécies E. edulis, E.
oleracea e B. gasipaes, através da técnica de HRM usando regides polimorficas do
cpDNA. Assim, objetiva-se certificar a nivel molecular a origem de palmitos provenientes
de cada uma destas trés espécies de palmeira, contribuindo para a conservacao e também

atuar como uma ferramenta de validagcéo do produto que chega até o consumidor.
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Deteccdo de SNPs capazes de diferenciar espécies de palmeiras produtoras de

palmito.

As amostras foliares de E. edulis, E. oleracea e B. gasipaes foram obtidas de areas

naturais ou de produtores localizados nos estados do Ceara, Parand, Rio de Janeiro e Séo

Paulo, Brasil. O DNA das amostras, armazenadas em silica gel, foi extraido de acordo com

0 protocolo estabelecido por Doyle e Doyle (1987) a partir de 50mg de folhas secas. A

concentracdo de DNA foi estimada por fluorimetria utilizando-se o Qubit® 3.0 (Life

Technologies). Para se avaliar o polimorfismo de marcadores moleculares de cloroplasto

(cpDNA) nas espécies em questdo, inicialmente oito locos de cpDNA (Tabela 2) foram

amplificados e sequenciados em seis espécimes (dois espécimes de cada espécie).

Tabela 2. Locos do cpDNA e sequéncias dos primers utilizados na PCR e em reacGes de sequenciamento,
visando & identificacdo de SNPs nas espécies E. edulis, E. oleracea e B. gasipaes.

Loco Sequéncia do Primer Referéncia
F: AGTATGGGATCCGTAGTA Chase et al., 2007;
accD
R: TCTTTTACCCGCAAATGCA Ford et al., 2009
F: ACTGCACACACTCCCTTTCC
atpF-H Pennisi, 2007
R: GCTTTTATGGAAGCTTTAACAA
F: CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG Pennisi, 2007;
matK
R: ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC Lahaye et al., 2008
F: TTGGGCTTCGATTACCAAGG Chase et al., 2007;
ndhj
R: TCAATGAGCATCTTGTATTTC Ford et al., 2009
F: TTAGCCTTTGTTTGGCAAG
psbK-1 Pennisi, 2007
R: AGAGTTTGAGAGTAAGCAT
F: ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC
rbcLa Kress e Erickson, 2007
R: GTAAAATCAAGTCCACCG
F: ATGCAACGTCAAGCAGTTCC Chase et al., 2007,
rpoB
R: GATCCCAGCATCACAATTCC Ford et al., 2009
F: GTGGATACACTTCTTGATAATGG Chase et al., 2007;
rpoc 1

R: TGAGAAAACATAAGTAAACGGGC

Ford et al., 2009
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Os marcadores monomorficos foram descartados e os locos atpF-H, psbK-1 e
rbcLa, que apresentaram variabilidade entre as espécies analisadas, foram empregados em
um segundo experimento onde um total de 29 amostras foi sequenciado. Duas amostras
amplificaram apenas para um dos trés locos: E. edulis (E02) obteve sucesso apenas no
sequenciamento do loco atpF-H e E. oleracea (O13) obteve sucesso apenas no
sequenciamento do loco psbK (Tabela S1).

O volume final da reacdo da PCR foi de 25ul, contendo 5ul de DNA molde
(3ng/ul), 2,5 pl de 10x Taq Buffer contendo (NH,)SQOy, 2,0 ul de MgCl,(25mM), 0,4 ul de
dNTP (5mM), 0,8 pl de cada primer (10mM), 0,2 pl de 5U Taq DNA polimerase e 12,9ul
de agua ultrapura (Millig). A condi¢do da PCR empregada para os oito locos do cpDNA
foi: 94°C por 5 minutos, seguido por 40 ciclos a 94°C por 1 min, 45°C por 1 min, 72°C por
1 min; e uma etapa final a 72°C por 5 min.

Os produtos da PCR foram analisados em gel de agarose a 1,5% em tampéo TAE
0,5X corado com GelRed®. Em seguida, os produtos da PCR foram purificados e
sequenciados em ambas as direcdes (forward e reverse) pela empresa Macrogen® Inc
utilizando os mesmos primers previamente utilizados nas reacdes da PCR. As sequéncias
obtidas foram editadas e alinhadas no programa MEGA 7 (KUMAR et al., 2016). O
alinhamento multiplo das sequéncias foi realizado utilizando-se o algoritmo Muscle
(EDGAR, 2004) disponivel no programa MEGA. Em seguida as sequéncias foram
inspecionadas visualmente para que pudesse ser verificada a presenca de sitios

polimorficos capazes de distinguir as trés espécies em questao através da técnica de HRM.

Desenho de primers para as reagdes de HRM

O loco psbK-I, contendo sete SNPs, foi selecionado para o desenho de primers
especificos para analises de HRM. Os principais critérios para o desenho dos novos primers
a serem utilizados nas analises de HRM foram: (i) o produto amplificado contendo sitios
polimérficos que permitirdo a discriminagdo entre as espécies E. edulis, E. oleracea e B.
gasipaes; e (ii) o par de primers contendo pequenos produtos amplificados que
maximizardo as diferencas entre as curvas de melting de sequéncias semelhantes (JUNG et
al., 2010). O programa Primer 3 (v. 0.04.0) (UNTERGASSER. A. et al., 2012) foi

utilizado para desenhar o seguinte par de primers, especificos para as reacbes de HRM:
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Palm HRM psbK F 5’-GCTCACTGTAAGGTCAGAACGA-3’ e Palm HRM psbK R
5’-ATGAACCCTCGATTCAAAAA-3’. Este par de primers amplifica um produto de

98pb contendo quatro SNPs capazes de distinguir as trés espécies de palmeiras em questao.

Analise de HRM

Amostras de palmito in natura (n=6), palmito em conserva (n=6) e de folhas (n=10)
das palmeiras E. edulis, E. oleracea e B. gasipaes foram utilizadas no presente estudo
(Tabela 03). As amostras de palmito in natura das espécies E. oleracea e B. gasipaes, que
sdo comumente comercializadas legalmente no Brasil, foram obtidas diretamente de
produtores e do comércio local. Para aquisicdo de amostras de palmito in natura de E.
edulis foram necessarias licencas de coleta, autorizadas por érgdos competentes, tendo em
vista que esta espécie possui estipe Unico e estad ameacada de extin¢do, sendo protegida por
lei. As amostras de palmito em conserva foram adquiridas diretamente de supermercados.
As amostras de folhas foram obtidas de produtores e de areas nativas, sendo utilizadas
como referéncias no presente estudo.

A identificacdo morfologica destes espécimes de referéncia foi realizada de acordo
com a descricdo destas palmeiras por Lorenzi (2010). Uma exsicata de cada espécie foi
depositada no herbario (HUNI) da Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro sob
0s numeros 3987, 4609 e 4610. O padrdo de SNPs destas amostras de referéncia foi
confirmado através do sequenciamento do loco psbK-1 utilizando-se os primers psbK_F5’-
TTAGCCTTTGTTTGGCAAG-3> e psbK R 5-AGAGTTTGAGAGTAAGCAT-3’
(PENNISI, 2007). O DNA das amostras de palmitos in natura e de folhas foi extraido
conforme Doyle e Doyle (1987). O DNA das amostras de palmito em conserva foi extraido
utilizando-se 0 DNeasy® Plant MiniKit (QIAGEN) de acordo com as instrucdes do
fabricante.

As reacdes de HRM foram realizadas no CFX96 Real-time PCR system (Bio-rad).
As reacOes foram realizadas em triplicata. As amostras que ndo apresentaram amplificagcéo
positiva, para, pelo menos duas réplicas foram descartadas. Oito amostras foram excluidas
das analises (uma de folha, duas de palmito in natura e cinco de palmito em conserva). A
reacdo (10ul) continha 5 pl do Precision Melt Supermix (Bio-Rad), 0,2 mM de cada primer

e 40ng do DNA gendmico. O protocolo de amplificacdo foi composto por desnaturacdo
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inicial a 95°C por 2min seguido por 40 ciclos de desnaturagéo a 95°C por 10s, 60°C por
30s; com um passo final de dissociagdo de 65°C a 95°C. A anédlise da temperatura de
melting (Tr,) foi realizada pelo programa CFX Manager™ (Ver. 2.0 Bio-Rad).

Os produtos de PCR foram aquecidos a 95 °C durante 30s, resfriados a 60°C por 2
min e entdo reaquecidos a 95 °C a uma taxa de 0,2°C por 10s. Foram consideradas nas
andlises apenas as amostras cujos Cqgs apresentaram diferenca de no maximo 0,5 entre as
replicatas técnicas. A analise de agrupamento ou formacao de clusters foi realizada no
programa Precision Melt Analysis™ (Ver. 1.1, Bio-Rad) utilizando as configuragdes
padrdes do programa. O programa agrupa automaticamente os dados com perfis de melting

semelhantes e atribuiu uma pontuacédo de confianca para cada amostra do cluster.
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3. Resultados

Selecao de locos polimorficos e desenho de primers para analise de HRM

Oito locos do cpDNA de E. edulis, E. oleracea e B. gasipaes, compreendendo um
total de 3.826 pares de base foram sequenciados e analisados quanto ao polimorfismo. A
inspecdo visual das sequéncias obtidas revelou haver polimorfismos entre as espécies
analisadas para trés dos oito locos estudados. Os locos atpF-H, psbK-I, e rbcLa
apresentaram respectivamente nove, cinco e trés sitios polimorficos. Nestes trés locos
foram observadas substituicfes de diferentes classes de SNPs, tais como C/T; G/A e C/A.
A distribuicéo e posicdo dos SNPs em cada loco estdo nas figuras S1, S2 e S3.

O loco psbK-1 foi selecionado para as analises de HRM por apresentar trés sitios
com SNPs préximos (compreendendo 60 pb) que, quando combinados, diferenciam as
espécies E. edulis, E. oleracea e B. gasipaes (Figura S1). O loco atpF-H ndo foi
selecionado pois, apesar de possuir cinco SNPs em posi¢cdes proximas (compreendendo
103 pb), as duas sequencias de B.gasipaes (G24 e G18) apresentaram algumas varia¢oes na
regido destes SNPs que poderiam prejudicar as analises HRM (Figura S2). O loco rbcLa
ndo foi utilizado por apresentar somente dois SNPs préximos (posi¢cdes 333 e 336), 0s
quais nao diferenciariam as espécies de E. edulis e E. oleracea (Figura S3). Para 0 uso
deste loco, os primers deveriam amplificar um fragmento maior que 223 pb, para que 0s
trés SNPs estivessem incluidos no mesmo.

O par de primer desenhado para as reacbes de HRM (Palm_HRM_psbK _F = 5-
ATGAACCCTCGATTCAAAAA-3’ e Palm_HRM_psbK_R = 5-
GCTCACTGTAAGGTCAGAACGA-3’) amplificou um fragmento com 98 pb nas trés
espécies (Figura 5), contendo: uma substituicdo A/C na posicdo 22, uma substituicdo T/C
na posicao 29 e uma substituicdo T/C na posic¢ao 82, que permitem distinguir as sequencias
de E. edulis das sequencias de E. oleracea e de B. gasipaes. Além destas, apresenta uma
substituicdo G/A na posicdo 47 que permite distinguir as sequencias de B. gasipaes das

sequencias das duas espécies do género Euterpe.
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Pabm HRM psbK F Pabn_HRM psbK R
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$£10 ATGAACC CTCGATTCAA AAATAGAAAT TTTTGTATAT TGRATAACCG CGGCGATGAA TTTTGATCAA CTTATTICCT CGTICTGACC TTACAGTGAG C

* ) ) Y O
-

Figura 5. Alinhamento de sequéncias do loco psbK-I de dois espécimes de E. edulis (E10, E11), E. oleracea
(012, 019) e B. gasipaes (G24, G18), indicando com a seta a regido de anelamento do par de primers
Palm_HRM psbK e os trés SNPs. A regido mostrada na figura corresponde as posicdes 93 a 181 do
alinhamento do loco e o fragmento amplificado apresenta 98pb.

Anélises de HRM

A discriminagdo de amostras de folhas, palmito in natura e palmito em conserva
das espécies E. edulis, E.oleracea e B. gasipaes foi avaliada no presente estudo analisando
um fragmento de 98 pb do loco psbK-1 através da técnica de HRM.

Para as quatorze amostras que atenderam ao critério de amplificacdo pre-
estabelecido, os resultados da analise de HRM corroboraram com a identificacdo prévia das
espécies oferecida pelos produtores e vendedores, exceto a amostra de folha G13, cujo
sequenciamento e curva HRM reveleram a identidade da mesma como sendo E. oleracea,
ao invés de B.gasipaes, conforme indicado pelo produtor (Tabela 3).

Trés clusters foram formados e agruparam as amostras de folha e palmito in natura
da espécie E. edulis (cluster verde); folha, palmito in natura e palmito em conserva da
espécie E. oleracea (cluster vermelho), e folha e palmito in natura da espécie B. gasipaes
(cluster azul) (Figura 6, Tabelas 3 e 4), mostrando a eficiéncia do método proposto para
discriminar as espécies em questao.

O indice de confiabilidade com que cada amostra foi atribuida a um determinado
cluster variou de 97,7% — 98,9% e o Cq medio de cada amostra variou de 17,36 a 23,65,
ndo apresentando varia¢do de Cq superior a 0,5 entre as replicatas técnicas das amostras de
palmito em avaliacdo. A T, de E. edulis, E. oleracea e B. gasipaes foi respectivamente de
76°C, 76,4°C e 76°C. Devido a T, convencional de E.edulis e B.gasipaes serem a mesma,
0 uso da técnica de HRM foi fundamental para aumentar a resolucdo das analises de

melting e obter curvas diferenciais entre estas espécies.
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Tabela 3. Procedéncia das amostras de E. edulis (E), E. oleracea (O) e B. gasipaes (G), temperatura de
melting e percentual de confianga no agrupamento em clusters ap6s as analises de HRM usadas para
autenticacdo das espécies de palmito.

Autenticacdo das

Cddigo da  Tipoda . Espécies T L Percentual de
amostra amostra Origem da amostra Putativas (°C) especies pelo Confianca
HRM
El4 In natura Avrea Natural/RJ E. edulis 76,0 E. edulis 97,7
E30 In natura Area Natural/RJ E. edulis 76,0 E. edulis 97,7
E12 Conserva Supermercado E. edulis NA NA NA
E28 Conserva Supermercado E. edulis NA NA NA
E06 Folha Area Natural/RJ E. edulis 76,0 E. edulis 98,1
E29 Folha Produtor/RJ E. edulis 76,0 E. edulis 96,9
E32 Folha Avrea Natural/RJ E. edulis 76,0 E. edulis 96,3
012 Innatura  Area Natural/RJ E.oleracea 764 E. oleracea 98,9
026 In natura Produtor/RJ E. oleracea NA NA NA
005 Conserva Supermercado E. oleracea NA NA NA
007 Conserva Supermercado E.oleracea 76,4 E. oleracea 97,9
003 Folha Produtor/CE E.oleracea 764 E. oleracea 97,2
004 Folha Area Natural/PA E. oleracea 76,4 E. oleracea 99,4
011 Folha Produtor/RJ E. oleracea 76,4 E. oleracea 99,7
G21 In natura Produtor/RJ B. gasipaes 76,0 B. gasipaes 98,0
G23 In natura Produtor/RJ B. gasipaes NA NA NA
G10 Conserva Supermercado B. gasipaes NA NA NA
G11 Conserva Supermercado B. gasipaes NA NA NA
G07 Folha Produtor/SP B. gasipaes 76,0 B. gasipaes 96,7
G19 Folha Produtor/SC B. gasipaes 76,0 B. gasipaes 91,2
G20 Folha Produtor/RJ B. gasipaes NA NA NA
G13* Folha Produtor/SP B.gasipaes 76,4 E. oleraceae 99,1

Legenda: NA — Amostras que ndo amplificaram/ *Espécie encontrada que difere da espécie informada pelo produtor.
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Figura 6. Anélise de High Resolution Melting (HRM): A- Curvas de Melting apds normalizacdo e B- Curvas
de amplificacdo referentes as amostras foliares, de palmito in natura, palmito em conserva e folha de E.

edulis, E. oleracea, B. gasipaes.
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Tabela 4.Especificacdo das amostras por cluster: Cluster 1 (vermelho) agrupou amostras de E. oleracea;
Cluster 2 (azul) agrupou amostras de B. gasipaes e Cluster 3 (verde) agrupou amostras de E. edulis.

Espécimes Amostras Clusters Cor do Cluster

o7 Cluster 1

012 Cluster 1

03 Cluster 1
E. oleracea
G13 Cluster 1
04 Cluster 1
011 Cluster 1
G7 Cluster 3
B. gasipaes G19 Cluster 3
G21 Cluster 3
E6 Cluster 2
E29 Cluster 2
E. edulis E32 Cluster 2

El14 Cluster 2

E30 Cluster 2
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4. Discussao

Existem limitagdes inerentes aos sistemas de identificacdo de plantas baseados na
morfologia, como por exemplo, 0 nimero cada vez menor de taxonomistas, atrelada a
necessidade da interpretacdo de partes vegetativas e reprodutivas das plantas (HEBERT et
al., 2003). Avancos nas técnicas de biologia molecular tém proporcionado novos controles
analiticos para garantir a autenticidade dos alimentos, como; peixes, carnes, cha e frutos
(PAPPALARDO e FERRITO, 2015; DRUML et al, 2015; LOPEZ-CALLEJA et al, 2015;
XANTHOPULOQU et al, 2016). A autenticacdo de géneros alimenticios, através da
determinacdo de espécies baseada na analise do DNA é fundamental para garantir a
seguranca do fornecimento de alimentos (BALLIN, 2010; FAJARDO et al., 2010).

Palmitos das espécies E. edulis, E. oleracea e B. gasipaes sdo alvo de grande
exploracdo e comercializagdo (GANEDERIA, 2007). A identificacdo destas palmeiras e
consequentemente dos seus produtos ndo é simples do ponto de vista morfoldgico, tendo
em vista que os toletes de espécies distintas sdo muito similares (PEREIRA e QUADROS,
2007). A anélise do DNA destas espécies é uma alternativa. A metodologia de HRM
empregada nesse estudo vem sendo amplamente utilizada em produtos do género
alimenticio para autenticar e identificar espécies de modo simples e rapido.

Anélises desta natureza sdo realizadas com frequéncia para autenticacdo de
diferentes espécies de frutas. Jaakola et al. (2010) realizaram a andalise de HRM afim de,
autenticar espécies de frutas vermelhas ("berry species™) frequentemente misturadas no
mercado. Oito espécies foram avaliadas e diferentes primers foram desenhados a partir da
regido ITS, e das regides trnL-F e rpl36-ps8 e amplificaram trechos do DNA de 188-359
pb, contendo uma variacdo de 17 a 227 SNPs em amplicons que variaram de 585 a 658 pb.
Sucos em conserva com mistura de frutos também sdo encontrados com frequéncia em
mercados. Faria et al. (2013) realizaram analises de HRM amplificando uma regido com
cerca de 500 pb a partir do loco trnL, contendo trés SNPs, para autenticar sucos de frutas, a
partir da identificacdo dos frutos (laranja, manga, péssego, pera e abacaxi).

Outros estudos possuem como objetivo a analise forense de quantidades de
adulterantes em produtos agroalimentares, tais como lentilhas, feijoes e fava (BOSMALI et
al., 2012; MADESIS et al., 2012; GANOPOQULOS et al., 2012). O estudo realizado por
Bosmali et al. (2012) utilizou cinco marcadores SSR em paralelo com o loco rpoC onde
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foram encontrados trés SNPs responsaveis pela discriminacdo da variedade de lentilhas
‘Eglouvi’ atraveés da técnica de HRM. Madesis et al. (2012) e Ganopoulos et al. (2012),
obtiveram sucesso nas analises de HRM com o loco trnL. No estudo de Madesis et al.
(2012) foi possivel identificar e quantificar duas espécies de feijoes a partir de cinco SNPs
encontrados no fragmento amplificado. J& o estudo de Ganopoulos et al. (2012), permitiu
discriminar espécies de leguminosas que potencialmente poderiam ser utilizadas como
adulterantes em produtos comerciais de Fava. Foram identificados trés SNPs e duas
delecdes de um e quatro nucleotideos em uma das espécies.

A técnica de HRM é sensivel a insercdo ou delegdo de pequenas variacbes de
nucleotideos — SNPs, que sdo abundantes no genoma (CABEZAS et al., 2011; CRUZ et
al., 2013). Portanto, a identificacdo de regies polimdrficas é fundamental para a analise de
HRM. Dentre as diferentes possibilidades de usos das regides polimorficas, a escolha do
melhor loco ou multilocos para qualquer estudo a ser desenvolvido deve ser baseada na
quantidade de variacdo obtida através do sequenciamento e posterior alinhamento das
familias ou espécies de interesse (FAZEKAS et al. 2008). Diversas regides do genoma
nuclear e cloroplastidial possuem variacdo suficiente para identificar espécies vegetais.
Dentre elas destacam-se algumas usadas com frequéncia em diferentes familias botanicas:
nriTS, nriTS2, accD, matK, ndhj, rpoB, rpoC1, ycf5, atF-H, psbK-I, rbcLa, trnH-psbA e
trnL (HOLLINGSWORTH et al, 2011).

Regides do cpDNA foram comparadas, afim de, identificar um conjunto
diversificado de géneros dos principais clados de plantas terrestres da América do Norte
temperada. Os géneros incluiram grupos de gimnospermas e angiospermas, onde cada
espécie foi representada por acessos de multiplas populaces. Nesta andlise, o
sequenciamento com o loco psbK-I das angiospermas resultou em 85% de sucesso, e foi
indicado para eventuais trabalhos com vegetais superiores (FAZEKAS et al., 2008).

Posteriormente sete principais regides do genoma cloroplastidial: rpoC1, rpoB,
atpF-H, rbcL, matK, psbK-I e trnH-psbA foram avaliadas nos grupos de angiospermas,
gimnospermas e briofitas (HOLLINGSWORTH et al., 2009; CBOL, 2009).0 loco psbK-I
apresentou 69% de sucesso na discriminagdo de espécies dos diferentes grupos, com
destaqgue na identificacho de Inga, uma arvore do grupo das angiospermas
(HOLLINGSWORTH et al., 2009; CBOL, 2009).

Neste trabalho, trés locos do cpDNA - atpF-H, psbK-I e rbcLa foram testados e

apresentaram substituicdes de diferentes classes de SNPs (C/T, G/A e C/A). Considerando
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as espécies de Arecaceae, somente encontramos registro do uso do loco psbK-I (LAHAYE
2008; DOMENECH, 2014). O loco rbcL tinha sido utilizado na autenticacdo por HRM de
trés espécies de plantas medicinais da familia Acanthaceae, a partir de um amplicon de 136
pb com oito SNPs de diferentes classes (C/T, G/A e C/G) (OSATHANUNKUL et al.,
2015). Rolland et al. (2016) utilizaram o loco rbcL para identificar sete espécies de plantas
holoparasitas através da técnica de HRM. Um fragmento de 345-389 pb foi analisado e ndo
foi determinado o nimero de SNPs. Até o presente estudo ndo ha relatos na literatura do
uso dos locos atpF-H e psbK-I aplicados a analise de HRM.

De acordo com Venter et al. (2011) os SNPs sdo classificados em quatro classes, de
acordo com as mudancas de bases encontradas nas sequéncias. O SNP classe um ¢é
caracterizado pelas mudancas de bases C/T e G/A, SNP classe dois é caracterizado pelas
mudancas de bases C/A ou G/T, SNP classe trés é caracterizado pelas mudancas de bases
CIG e SNP classe quatro é caracterizado pela mudanca de base A/T. A classe do SNP esta
diretamente ligada a mudanca da T, e consequentemente nas curvas de melt. O SNP de
classe quatro € raro e também o mais dificil de ser discriminado.

No presente estudo o amplicon de 98pb usado nas reacGes de HRM apresentou um
SNP C/T da classe um, um SNP G/A da classe um e um SNP C/A da classe 2. Tais classes
proporcionam as maiores mudancas de Tm. O estudo desenvolvido por Liew et al. (2004)
comprovou que a divergéncia na T, € maior que 0,8°C quando foram encontrados SNPs
(C/T e G/A), no entanto a mudanca de base (A/T) diminuiu a Ty, para <0,2°C.

A metodologia de HRM desenvolvida aqui mostrou ser eficaz na autenticacdo com
precisdo das trés principais espécies de palmeiras produtoras de palmito (E. edulis, E.
oleracea e B. gasipaes). O maior sucesso de amplificacdo se deu em amostras de folhas e
em amostras de palmito in natura. Resultado esperado, tendo em vista que o DNA destas
amostras esta melhor preservado.

O palmito em conserva passa por processos industriais, tais como a salmoura acida
e esterilizacdo comercial que em conjunto diminuem a qualidade e a integridade do DNA
destes palmitos (RESENDE et al., 2009). Ou seja, o palmito em conserva possui como
principal desvantagem associada a sua autenticacdo a natureza degradada do DNA presente
nestas amostras.

A analise de HRM é realizada e aprimorada de acordo com o tecido analisado. No
caso da aplicacdo da técnica na autenticacdo alimentar, alguns autores desenvolveram

novos iniciadores para amplificar fragmentos curtos, focando em locais polimorficos das
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sequéncias estudadas (JAAKOLA et al., 2010). Enquanto outros autores optaram por
utilizar tamanhos de fragmentos originais (200 pb no caso de microssatélites ou 600 pb em
regibes de codigo de barras) previamente desenvolvidos e com aplicabilidade universal
para diferentes espécies vegetais (BOSMALI et al., 2012; GANOPOULOS et al., 2012).

Autores como Jaakola et al. (2010) e Ganopoulos et al. (2012) optaram por
amplificar fragmentos pequenos das suas sequéncias. Jaakola et al. (2010) amplificaram
variacdes de: 212-291 pb (ITS), 242-312 pb (trnL-F) e 136-160 pb (rpl36) focadas em
sitios polimorficos das sequéncias de cada espécie de frutas vermelhas. Ganopoulos et al.
(2012) obtiveram sucesso na amplificacdo de sequéncias de leguminosas a partir do loco
trnL com 89 pb. Em contrapartida, Faria et al. (2013) optaram por utilizar fragmentos
maiores, com cerca de 500 pb, a partir do loco trnL, para autenticar sucos de frutas, a partir
da identificacdo dos frutos (laranja, manga, péssego, pera e abacaxi).

O presente estudo fez uso do Precision Melt Supermix (Bio-Rad) cujo manual
recomenda que os amplicons estejam entre 70 e 150 pb, mas aceita amplicons de 50 a 250
pb. Os amplicons gerados no presente estudo a partir do loco psbK-I foram considerados
pequenos, pois possuem 98 pb.

O estudo desenvolvido por Pereira et al. (2017) mostrou diferentes resultados na
analise de amostras de vinho, mosto e folhas de uvas. O uso de fragmentos menores (119
pb) foi mais eficiente para se analisar amostras de vinho do que amplicons maiores (375 pb
e 705 pb). J& para amostras de mosto e folhas, onde espera-se que o DNA esteja melhor
preservado, fragmentos maiores (375 pb e 705 pb) aumentaram o poder de discriminacdo
da anélise, tendo em vista que sdo capazes de contemplar um maior nimero de ocorréncia
de SNPs. Assim como nas amostras de palmito em conserva, nas amostras de vinho o DNA
estd mais degradado. Ja nas amostras do mosto e folhas de uvas, que ndo passaram por
nenhum processo industrial, 0o DNA esta mais integro, assim como em amostras de palmito
in natura e de folhas de palmito. Com o DNA néo degradado a amplificacdo tende a
funcionar melhor.

O genoma plastidial € menos sujeito & fragmentacdo do DNA e facilita a
amplificacdo e as analises de HRM mesmo em amostras em que o DNA ndo esteja integro,
como em sucos de fruta em conserva (FARIA et al., 2013) e em amostras de vinho
(PEREIRA et al., 2017), o que pode ter contribuido para a amplificagdo do palmito em

conserva no presente estudo.
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Neste sentido, o tamanho do amplicon analisado é de suma importancia para as
anélises de HRM. Amplicons menores sdo mais adequados do que amplicons grandes
quando amostras com baixa integridade de DNA sao analisadas. Por outro lado, amplicons
curtos geralmente contemplam um menor nimero de SNPs do que amplicons maiores,
dificultando a diferenciacdo de amostras de diferentes espécies. No presente estudo, um
amplicon curto, com trocas de bases das classes um e dois, foi adequado para diferenciar as
trés espécies de palmeiras e autenticar seus palmitos. A metodologia aplicada aqui € uma
ferramenta analitica confidvel, sensivel e pratica que facilitara a analise em larga escala da
origem desses PFNMs, sendo recomendada para autenticar palmitos através da anélise de
DNA.
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Figura S1. Alinhamento do loco psbK-1 apds sequenciamento de dois espécimes para cada uma das trés
espécies de palmitos E.edulis (E), E.oleracea (O) e B.gasipaes (B) mostrando os cinco SNPs parsimoniosos
(asterisco). Os pontos se referem a nucleotideos iguais a sequencia referéncia (E10) e os tracos indicam os

gaps.
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Figura S2. Alinhamento do loco atpF-H ap6s sequenciamento de dois espécimes para cada uma das trés
espécies de palmitos E.edulis (E), E.oleracea (O) e B.gasipaes (B) mostrando os nove SNPs parsimoniosos
(asterisco). Os pontos se referem a nucleotideos iguais a sequencia referéncia (E10) e os tragos indicam 0s

gaps.
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#E10 CCAALGATAC TGATATCTTG GCAGCATTCC GAGTAACTCC TCAACCCGGA GTTCCGCCTG AGGAAGCAGG GGCAGCGGTA 80

#E10 GCTGCCGAAT CTTCTACTGG TACATGGACA ACTGTGTGGA CTGATGGACT TACCAGTCTT GATCGTTACA AAGGACGATG 160

=
#OLZ s e L s e e
#OI9 s e L s e e
BEZd e s e e e
B L O e e e

#E10 CTACCACATC GAAACCGTTG TCGGHGAGGA AAATCAATAT ATTGCTTATG TAGCTTATCC TTTAGACCTT TTTGAAGAAG 240

#E10 GTTCTGTTAC TAACATGTTT ACTTCCATTG TGGGTAATGT ATTTGGTTTC AAAGCCCTAC GAGCTCTACG TCTGGAGGAT 320

#E10 CTECGAATTC CCACTTCTTA TTCCAAAACT TTCCAAGGCC CGCCTCATGG TATCCAAGTT GAAAGAGATA AGTTGAACAL 400

Figura S3.Alinhamento do loco rbcL ap6s sequenciamento de dois espécimes para cada uma das trés
espécies de palmitos E.edulis (E), E.oleracea (O) e B.gasipaes (B) mostrando os trés SNPs
parsimoniosos (asterisco). Os pontos se referem a nucleotideos iguais a sequencia referéncia (E10).



Tabela S1. Procedéncia das amostras de folhas de E. edulis, E. oleracea e B. gasipaes sequenciadas em trés locos do cpDNA: atpF-H, psbK-1 e
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rbcLa.

Espécie Putativa  Codigo da amostra Local Georeferenciamento
EO1 PARNASO-RJ 22°26°54.257S/42°59°01.28” O
E02* PARNASO-RJ 22°26°54.257S/42°59°01.28” O
EO04 Parque das Aves-PR 25°36°49.137S/54°28°56.32” O
E06 Parque das Aves-PR 25°36°49.137S/54°28°56.32” O
E10 PARNA ltatiaia-RJ 22°22°11.237S/44°37°42.57” O

Euterpe edulis E11 Santa Catarina-SC 27°13'41.40"S/50°12'51.49"0
E16 PARNA Tijuca-RJ 22°57°26.227S/43°16°52.19” O
E29 Fazenda de &guas Claras de Maratud-RJ 22°39°24.617°S/42°23°46.23” O
E30% Parque Arqueolégico e Ambiental de Sao Jodo 29°47°59.127S/44°01°48.85” O
Marcos-RJ

E32 Jardim Botanico-RJ 22°58°02.34°S/43°13°30.22” O
001 Praia Seca, Saquarema-RJ 22°56'07.69"5/42°23'34.81” O
003 Viveiro, Vigosa-CE 3°34'01.10"/41°05'31.23” O
004 Ilha de Cotejuba-PA 1°13°00.49°S/48°31°57.91” O
010 Sitio do Zico, Santo Aleixo, Magé-RJ 22°33'21.47"S/43°02'56.76” O
011 Fazenda de aguas Claras de Maratua-RJ 22°39°24.617S/42°23°46.23” O

Euterpe oleracea .
012 Sitio Burle Marx-RJ 23°01°20.15”S/43°32°46.41” O
013? Horto Vargem Garden-RJ 22°58°28.85”S/43°29°09.55” O
014 Chécara Santa Clara-RJ 22°59°01.74°S/43°27°32.14” O
018 Arditi plantas, vargem pequena-RJ 22°58°58.227S/43°27°36.99” O
019 Chécara do Odilon, Vargem Grande-RJ 22°57°32.767S/43°28°18.93” O
G02 Viveiro de Ibitinga-SP 21°45'22.68"5/48°50'0029” O
G03 Viveiro de Ibitinga-SP 21°45'22.68"S/48°50'0029” O
GO7 Cacapava, Vale do Paraiba-SP 23°05'59.78"S/45°42'29.10” O

Bactris gasipaes G09 Sitio do Zico, Santo Aleixo, Magé-RJ 22°33'21.47"S/43°02'56.76” O
G13 Viveiro de Ibitinga-SP 21°45'22.68"S/48°50'0029” O
G18 Cacapava, Vale do Paraiba-SP 23°05'59.78"S/45°42'29.10” O
G19 Massaranduba-SC 26°36°43.10°S/49°00°26.63” O
G20 Fazenda de aguas Claras de Maratua-RJ 22°39°24.617S/42°23°46.23” O
G24 Chécara Santa Clara-RJ 22°59°01.74°S/43°27°32.14” O

Legenda: * Amostra ndo amplificada nos locos pshK-1 e rbcL; 2 Amostra ndo amplificada nos locos atpF-H e rbcL; *Amostra sequenciada a partir de DNA de

palmito in natura.
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3. Conclusdes gerais

O loco psbK-I apresentou variag@es discriminatdrias entre as espécies de palmeiras
analisadas e por isso foi escolhido dentre os oito marcadores moleculares testados
para as analises de HRM;

O amplicon com 98 pb e trés SNPs empregado nas analises de HRM se mostrou
apropriado, permitindo a identificacdo das amostras analisadas;

A anélise de HRM se mostrou eficiente para a identificagdo das amostras de folhas
e de palmito in natura das espécies E. edulis E. oleracea e B. gasipaes;

A anélise de HRM de amostras de palmito em conserva apresentou menor sucesso
guando comparada as analises realizadas a partir de amostras de folhas e de palmito
in natura. Esta dificuldade provavelmente esta relacionada a baixa integridade do
DNA nas amostras de palmito em conserva;

A metodologia desenvolvida neste trabalho para identificar estas espécies de
palmeiras e seus palmitos, com elevada importancia socioeconémica, se mostrou
eficaz e fundamental para colaborar com a conservacdo das mesmas e também na

seguranca da origem do produto que chega ao consumidor.



