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APRESENTACAO

E com grande satisfacio que apresentamos os Anais do | Congresso Regional
de Biotecnologia Vegetal, realizado de 06 a 08 de outubro de 2025, na
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), em Campos
dos Goytacazes i RJ.

O evento teve como objetivo reunir estudantes, pesquisadores, profissionais da
area e representantes do setor produtivo, criando um espaco de dialogo,
aprendizado e construgdo coletiva em torno da Biotecnologia Vegetal. A
programacao buscou fomentar o intercambio de conhecimentos, experiéncias e
inovacOes voltadas para solucdes sustentaveis, tecnologias emergentes e

integracao entre pesquisa, ensino e extensao.

A diversidade de atividades contemplou palestras magnas e mesas-redondas
com pesquisadores de instituicdes de destaque nacional. O congresso também
ofereceu minicursos, apresentacdes de poésteres e atividades de popularizacéo
da ciéncia, ampliando as oportunidades de formacdo e interacdo entre 0s

participantes.

A realizacdo do congresso foi organizada pelo Programa de Pés-Graduagcao em
Biotecnologia Vegetal, pelo Nucleo de Estudos em Biotecnologia Vegetal
(GeminAcéo), pelo Centro de Biociéncias e Biotecnologia e pela UENF, com o
apoio da Sociedade Brasileira de Fisiologia Vegetal (SBFV), da FAPERJ e da
CAPES.

Os presentes Anais reudnem ndo apenas a programacao, informacdes das
comissdes organizadoras e cientificas, mas também os resumos dos trabalhos

submetidos nas diferentes areas tematicas.

Agradecemos a todos os participantes e apoiadores por contribuirem para o éxito

deste evento, que marca um passo importante na consolidagéo da Biotecnologia
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Vegetal como &rea estratégica para o desenvolvimento cientifico, tecnolégico e
social.

Profa. Claudete Santa-Catarina

Presidente da Comissdo Organizadora

I Congresso Regional de Biotecnologia Vegetal
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PROGRAMACAO 06 OUT.

08:00 - 16:00 Credenciamento

08:30-12:30 Minicursos

16:30 Cerimonia de abertura

Conferéncia de Abertura

17:00 A biotecnologia e o dilema da produ¢éo
sustentdvel de alimentos
Palestrante: Prof. Paulo Arruda (UNICAMP)

18:30 Coral da UENF

19:00 Coquetel
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07 OUT.

Palestra Tematica

Plantas para uma agricultura sustentdvel e
08:15 - 09:15 regenerativa: modulando a interacéio entre o

ciclo celular, o metabolismo vegetal e a

sinalizagéo ambiental

Palestrante: Profa. Dra. Adriana Hemerly (UFRJ)

09:15 - 09:30 Coffee Break

Mesa Redonda:
"Integracdo de Abordagens Omicas e Bioinformatica
na Pesquisa e Inovacdo em Biotecnologia Vegetal"

Palestrante 1:

Prof. Dr. Maximiller Dal-Bianco L. Costa (UFV): Integrando genética
classica e biotecnologia para identificar genes/QTLs importantes
para a agricultura

Palestrante 2:

09:30 - 12:00 Prof. Dr. Wagner Aradjo (UFV): Analises metabdlicas em plantas:
importancia e aplicagdes biotecnolégicas em um contexto de
mudancas climaticas
Palestrante 3:

Prof. Dr. Vanildo Silveira (UENF): Protedmica em Plantas:
perspectivas e desafios para a Biotecnologia Vegetal
Palestrante 4 (Moderador):

Prof. Thiago Venancio (UENF): Genémica comparativa aplicada a
prospecgao e priorizacao de isolados bacterianos para a

agricultura

12:00 - 14:00 Almoco

Palestra Tematica
Desvendando as respostas de memoria
14:00 - 15:15 molecular de Setaria viridis as mudancas

climaticas
Palestrante: Prof. Marcio Alves Ferreira (UFR])
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Palestras Técnicas:

2025

06 a 08 de outubro

07 OUT.

15:15-15:30 1 - Empresa Além Mar Comercial e Industria S.A.
- Eng. Agr. Larissa Longaray Machado:
“Instrumentagéo e tecnologia: Desafios e

Oportunidades para a Pesquisa”

15:30 - 15:45

2 - Rewvity - Marcelo Moreira Tavares de Souza:

“Imunoensaios Alpha: acelerando sua pesquisa

em descoberta de farmacos”

15:45 - 16:00 Coffee Break

Mesa Redonda:

"Biotecnologia e Agricultura Sustentavel: Solugdes
Tecnolégicas Integradas, do Melhoramento Convencio-
nal a Edi¢do génica, para os Desafios do Século XXI"

Palestrante 1:

Prof. Dr. Adésio Ferreira (UFES/Alegre): Biotecnologia e

melhoramento convencional na pratica: caminhos para uma

16:00 - 18:00 agricultura sustentavel

Palestrante 2:

Prof. Dr. Lazaro Eustaquio Pereira Peres (Esalg/USP):

Desconstruindo herangas poligénicas: mendelizacao por

componentes fisiologicos na resisténcia a insetos em tomateiro

Palestrante 3:

Prof. Dr. Luciano Vilela Paiva (UFLA): Ferramentas de precisao:

CRISPR, RNAI e Bt no futuro do melhoramento genético vegetal

Moderador:

Prof. Anténio Teixeira do Amaral Junior

18:00 - 19:30 Secdo Banners

19:30 Confraternizacao
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08 OUT.

Palestra Tematica

08:15 - 09:30 Semeando Inovac¢do, Colhendo Sustentabilidade
Palestrante:
Profa. Denise Maria Guimaraes Freire (UFR])

09:30 - 09:45 Palestra Técnica:
1 - Carl Zeiss do Brasil LTD - Carolina AlcGntara:
“Microscopia Confocal Avanc¢ada aplicada a
Biologia Vegetal”

09:45 - 10:00 Coffee Break

00 - 10- Assembleia e escolha do local
10:00-10:30 da Il Edi¢ao do evento

10:30 - 12:00 Secao Banners

12:00 - 14:00 Almoco

Mesa Redonda:
"Inovacdo em Biotecnologia Vegetal: Conectando
Pesquisa Académica e Demandas do Setor Produtivo"

Palestrante 1:
Dr. Augusto Cesar Crivellari (Bayer): Importancia da biotecnologia
na agricultura brasileira

Palestrante 2:

14:00 - 15:45 Dra. Fernanda Mansur (Pensabio): Tecnologias de genotipagem de

larga escala no melhoramento genético de plantas

Palestrante 3:

Dra. Rose Gomes Monnerat Solon de Pontes (SoluBio Tecnologias
Agricolas): Bioinsumos para agricultura: mercado, legislagdo e
interacdes entre setor publico e privado

Moderador:

Prof. Gongalo Apolinario de Souza Filho (UENF)
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08 OUT.

15:45 - 16:00 Coffee Break
OO - 17 Conferéncia
16:00-17:15 Biotecnologia no Brasil - perspectivas e futuros
desafios

Palestrante:

Profa. Maria Sueli Soares Felipe (UCB;
Coordenadora Adjunta de Programas
Académicos area Biotecnologia da CAPES)

17:45 - 18:00 Premiacdes dos trabalhos e encerramento
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Abordagens émicas e bioinformatica em biotecnologia vegetal

Modulacdo protedbmica associada a organogénese de
novo em Passifloraeduliscv. FB 300 OAr agu:
Laura Eliza de Oliveira Alves, Kaliane Zaira Camacho Maximiano da Cruz, Karina da

Silva Vieira, Carlos Eduardo Assis da Silva, Lucas Rodrigues Xavier, Claudete Santa-
Catarina, Vanildo Silveira

Passiflora edulis Sims é uma frutifera que apresenta grande importancia econémica e
social, sendo considerada uma alternativa relevante para a agricultura familiar. O cultivo
in vitro da espécie tem contribuido para elucidar processos complexos de
desenvolvimento, entre eles a organogénese de novo, regulada pelo balango entre
citocininas, etileno e outros moduladores fisiologicos. Neste estudo, avaliou-se a
aplicacéo de 6-benziladenina (BA) e nitrato de prata (AgNOF) na indugéo de brotos em
explantes foliares de P. edulis c v . FB 300 6Araguari o, com en
protedmicos. Foram testados tratamentos com BA (0, 5, 10 e 20 uM) e AgNOF (0, 1, 10,
20 e 100 uM) isoladamente e a combinacdes entre eles. A combinacdo 10BA10Ag
promoveu maior numero médio de brotos (18,4), contrastando com as respostas de
explantes tratados apenas com BA (7,21 8,0 brotos) ou com AgNOF (sem brotac&o). Aos
14 dias, no inicio da formacao de primérdios das brotacdes, coletaram-se amostras para
analise protedmica, resultando na identificacdo de 1228 proteinas, das quais 445 foram
diferencialmente reguladas (DAPs) em pelo menos uma das comparacdes. Na
comparacdo 10BA10Ag/10BA, destacaram-se proteinas relacionadas a fotossintese,
como protochlorophyllide redutases (PORA, PORB, PORC) e a subunidade PSAD2, que
foram up-reguladas, indicando maior ativacao fotossintética e fornecimento de energia
e carbono ao processo regenerativo no tratamento 10BA10Ag. Na via de aminoacidos,
serina hidroximetiltransferases (SHM3 e SHM4) também se mostraram up-reguladas,
sugerindo ajustes no metabolismo de serina para biossintese de precursores. Proteinas
da via do jasmonato, como 12-oxofitodienoato redutases (OPR2 e OPR3), se
apresentaram up-reguladas, sugerindo papel regulador desse hormdnio ha
diferenciagdo celular em interagdo com auxinas e citocininas. Ja aminotransferases
(ASP1 e ASP3), associadas a sintese de etileno, foram down-reguladas, reforcando o
efeito inibitorio do AgNOF sobre esse horménio e seu favorecimento a regeneracao.
Assim, a combinagdo de BA e AQNOF (10BA10AQ) apresentou efeitos sobre o acumulo
de proteinas relacionadas a fotossintese, ao metabolismo de amino&cidos, a respiracao
e a sinalizagdo hormonal, sugerindo que essa combinacao favorece condigbes propicias
a organogénese de novo em P. edulis.

Palavras-chave: maracujazeiro; micropropagacgao; protedmica.
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Integracao de anélises 6micas para identificar a
influéncia da metilacdo do DNA na embriogénese
somatica em mamoeiro (Carica papayaL.)

Karina da Silva Vieira, Roberta Pena da Paschoa, Laura Eliza de Oliveira Alves, Carlos
Eduardo Assis da Silva, Jennyfer Silva Campos, Lucas Rodrigues Xavier, Vitor Batista
Pinto, Vicente Vives-Peris, Aurélio Gémez-Candenas, Claudete Santa-Catarina,
Vanildo Silveira.

Carica papaya é uma das principais frutiferas tropicais cultivadas mundialmente, além
de se destacar como espécie promissora para estudos de plasticidade celular e
reprogramacao embriogénica. A embriogénese soméatica € um modelo de totipoténcia
gue envolve a reprogramacao génica mediada por uma complexa rede regulatdria.
Neste estudo, investigamos a influéncia de agentes moduladores da metilagdo do DNA
por meio de analises temporais da metilacdo global (GDM), proteémica e do perfil
hormonal na morfogénese de calos embriogénicos. Calos foram tratados com 5 uM de
5-azacitidina (5-AzaC) ou 5 uM hidroxiureia (HU) no terceiro subcultivo, sendo avaliados
até 35 dias. Para GDM foi estabelecida na UENF uma metodologia inédita para
determinacdo por espectrometria de massas em MRM, com maior sensibilidade e
resolucdo em relacdo aos métodos convencionais cromatograficos. As andlises
protedmicas e hormonais foram conduzidas por espectrometria de massas bottom-up e
metabolémica dirigida, respectivamente. As principais alteracdes na metilacdo
ocorreram entre 7 e 14 dias, coincidindo com reprogramacfes em vias metabélicas
energéticas e nutricionais. A analise protedmica revelou que 5-AzaC intensificou o ciclo
TCA, a fosforilagdo oxidativa e o0 metabolismo de compostos sulfurados e nitrogenados,
sugerindo alta demanda metabdlica, enquanto HU promoveu alteracBes mais
moderadas, voltadas a adaptacdo e detoxificacdo. A analise metabolémica dirigida de
horménios vegetais mostrou um aumento precoce dos niveis de 4cido abscisico (ABA)
e um pico de &cido indolacético (IAA) aos 14 dias, indicando transicdes funcionais no
desenvolvimento embrionario, sugerindo que a interagdo entre metilagdo do DNA e
sinalizagdo hormonal direciona os estagios iniciais de diferenciacéo. Acido jasménico
(JA) e &cido salicilico (SA) foram identificados como resposta adaptativa celular frente
a reprogramacgdo epigenética induzida pelo estresse. Essas respostas integradas
refletiram a reorganizagdo metabdlica essencial para restabelecer o equilibrio celular e
promover a diferenciacdo embrionaria. Os resultados ressaltam o papel funcional das
modificacbes epigenéticas na regulacdo molecular da embriogénese somatica.
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Embriogénese somatica do acaizeiro: analises
protedmicas e metabolémicas
Jennyfer Silva Campos, Karina da Silva Vieira, Laura Eliza de Oliveira Alves, Carlos

Eduardo Assis da Silva, André Lucas de Souza Lopes, Claudete Santa-Catarina,
Vanildo Silveira.

O acaizeiro (Euterpe oleracea L.) € uma palmeira amazénica cujo fruto é considerado
como fisuper frutoo devido " s propriedades nutri
e pesquisa. O Brasil € o principal produtor mundial, com o Para sendo responsavel por
93% da producao, devido a sua importancia econémica, social, ambiental e cultural para
regido. Entretanto, a producdo apresenta desafios como baixa germinacdo das
sementes, germinacdo assincrona, baixa uniformidade genética e problemas de
fitossanidade. A embriogénese somatica surge como alternativa para producdo de
mudas homogéneas, sincronas e geneticamente selecionadas. O objetivo deste estudo
€ estabelecer um protocolo de embriogénese somatica em E. oleracea, visando inducao,
regeneracdo e conversdo de embrides somaticos, integrando andlises protedmicas e
metabolémicas para compreender a morfogénese in vitro. Foram utilizados embrides
zigoticos imaturos de frutos verdes, realizadas desinfesta¢des nos frutos com e sem
casca. Para inducéo, foi utilizado meio MS com sacarose (30 g.Lt) e Phytagel (2 g.L@),
e as auxinas acido 2-diclorofenéxiacético (2,4-D) e &cido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico
(Picloram), nas concentracdes de 0, 200, 400 e 600 uM, com 10 repeticdes de 3
embrides cada, mantidos no escuro por 150 dias. Aos 7 dias, o tratamento controle (sem
regulador de crescimento) e 200 uM 2,4-D apresentaram sinais de germinacdo, com
raizes e foliolos aos 56 dias, o tratamento 400 uM 2,4-D germinou 50% dos explantes.
Os tratamentos restantes formaram calos a partir de 14 dias, onde o tratamento 600 uM
2,4-D apresentou maior oxidacao. Os tratamentos com Picloram promoveram formacgéao
de calos com diferentes texturas, com menor oxidacdo, com destaque para 0s
tratamentos 200 e 400 uM, sem apresentar germinacao. Apds 150 dias, os explantes
serdo transferidos para meio de cultura de maturacdo para as etapas seguintes, com
coletas para andlises protedmicas e metabolémicas. Espera-se definir a concentragdo
e fonte de auxina para o protocolo de embriogénese somatica, identificar proteinas-
chave da competéncia embriogénica e caracterizar o perfil metabdlico relacionado a
morfogénese in vitro.
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Catalogo GWAS da soja (20141 2025): 22 mil
associacOes SNP-fenotipo e integracao ao Soybean
Expression Atlas

Ana Luiza Martins Karl, Dayana Kelly Turquetti de Moraes, Daniel Correa da Silva,
Thiago Motta Venancio

A soja (Glycine max) é uma das leguminosas mais cultivadas e economicamente
relevantes do mundo, com papel central na alimentacdo humana e animal, além de
aplicacdes industriais como biodiesel e cosméticos. Sua importancia para agricultura e
seguranca alimentar cresce continuamente, impulsionada pela demanda por sistemas
sustentaveis e nutritivos. O desenvolvimento de cultivares mais produtivas, nutritivas e
resistentes a estresses € um dos principais objetivos do melhoramento genético. Nesse
contexto, os estudos de associacdo genbmica ampla (GWAS) destacam-se por
identificar variantes genéticas ligadas a caracteristicas complexas, apoiando a selecao
assistida por marcadores. A efetividade desses estudos depende de dados de alta
gualidade que integrem informacdes genotipicas, fenotipicas e contextuais de forma
acessivel e reprodutivel. Bancos publicos sdo essenciais para acelerar a traducéao de
descobertas em préaticas de melhoramento e apoiar o uso de inteligéncia artificial. Este
trabalho apresenta a compilacdo e curadoria de um conjunto de dados de GWAS para
Glycine max, reunido a partir de publica¢des e bancos publicos. O conjunto inclui mais
de 22.000 registros associando SNPs a fendtipos, organizados em cinco categorias: (i)
estresses bibtico e (i) abibtico, (iii) maturidade, (iv) caracteristicas fisicas e (v)
fisiologicas. Os dados, de estudos publicados entre 2014 e 2025, foram organizados em
tabelas com informacgbes sobre experimentos, SNPs e genes, quando disponiveis, e
enriquecidos com dados do Soybase. Os dados serdo disponibilizados gratuitamente na
terceira versdo do Soybean Expression Atlas (SEA), ampliando o acesso e a reutilizacao
pela comunidade cientifica. Essa integracdo permitira relacionar SNPs e genes a dados
de expresséo génica do SEA, apoiando a identificacdo de genes promissores e o
treinamento de modelos de inteligéncia artificial para selecdo de variantes associadas a
caracteristicas de interesse.
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A plasticidade gendémica do género Azospirillum em
um contexto biotecnoldgico
Sarah Henaut-Jacobs, Felipe F. Rimes-Casais, Gabriel Quintanilha-Peixoto, Gabriela

Petroceli-Mota, Bruno da Costa Rodrigues, Isabella de Oliveira Pinheiro, Rodrigo
Nunes-da-Fonseca, Fabio Lopes Olivares, Rampal S Etienne, Thiago Motta Venancio

A agricultura sustentavel busca alternativas a fertilizantes quimicos, e o género
Azospirillum, uma bactéria promotora do crescimento vegetal, € fundamental nesse
contexto, embora sua aplicagdo comercial seja restrita a poucas espécies como A.
brasiliense, contrastando com a vasta diversidade do género. Este trabalho teve como
objetivo realizar uma analise gendmica comparativa abrangente de Azospirillum,
incluindo o0 sequenciamento de quatro novos isolados, para descrever seu pangenoma,
reavaliar os limites taxondmicos e identificar o potencial biotecnolégico de cepas pouco
exploradas. A metodologia envolveu o sequenciamento de novos isolados, a curadoria
de genomas publicos e analises de Identidade Média de Nucleotideos (ANI), filogenia,
pangenoma e prospeccdo de genes de interesse agronémico e de resisténcia a
antibioticos. Os resultados revelaram que o limiar de 94% de ANI, em vez do tradicional
95%, define de forma mais coesa um grande complexo de espécies, denominado aqui
"complexo A. brasiliense", que agrupa as principais espécies de interesse agricola (A.
brasiliense, A. argentinense, A. baldaniorum, A. formosense) e dois dos novos isolados.
A analise do pangenoma demonstrou que este complexo compartilha um conjunto
exclusivo de genes acessorios. Notavelmente, genes cruciais para a promocdo do
crescimento, como o ipdC (producédo de auxina) e o pqgA (biossintese de PQQ, cofator
na solubilizacdo de fosfato), foram encontrados predominantemente neste grupo. A
identificacdo deste complexo, que possui alta identidade genbmica apesar de distin¢cdes
fenotipicas, sugere que o potencial biotecnoldgico do género permanece subexplorado.
A presenca de genes-chave para promocao de crescimento, aliada a um perfil de
biosseguranca favoravel pela auséncia de genes de resisténcia preocupantes, reforca
0 enorme potencial biotecnoldgico das espécies dentro deste complexo. Nosso estudo
redefine a compreensdo taxondmica de Azospirilum e destaca o complexo A.
brasiliense como uma fonte promissora de novos candidatos para a formulagcdo de
bioinoculantes mais diversos e eficazes, impulsionando a agricultura sustentavel.
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Conservacao e perda génica no género Glycine:
integracdo de pangenoma e expressao tecido-
especifica na soja

Diego David Astete-Pefia, Ana Luiza M. Karl, Dayana Kelly Turquetti-Moraes, Gabriel
Quintanilha-Peixoto, Thiago Motta Venancio

A soja (Glycine max) € uma cultura de grande importancia mundial devido ao seu alto
teor de proteina e 6leo. No entanto, a variabilidade genética da soja cultivada é limitada,
o que tem incentivado a busca por genes e alelos em outras espécies do género Glycine,
gue inclui espécies anuais (subgénero Soja) e perenes (subgénero Glycine), com
diferentes historias evolutivas e resisténcias a patdgenos. Este estudo tem como
objetivo compreender a conservacado e a perda de genes em diferentes tecidos de G.
max em comparacao com espécies silvestres do género Glycine e sua relacdo com a
emergéncia de padrdes de expressédo tecido-especificos na soja cultivada. Para isso,
foram integrados dados de um pangenoma da base SoyBase
(https://www.soybase.org/) com uma lista de genes com expressao tecido-especifica de
G. max, obtida do SoyAtlas (https://soyatlas.venanciogroup.uenf.br/). O pangenoma
analisado inclui 58 genomas, em sua maioria de G. max, além de G. soja e seis espécies
perenes. Foram investigadas familias génicas preservadas na soja cultivada, mas que
tiveram seus ortélogos perdidos em todas as espécies de soja cultivada. Por meio do
teste exato de Fisher em espécies silvestres, foram identificados oito tecidos com maior
enriguecimento em genes nao conservados: broto, semente, cotilédone, suspensor,
tegumento da semente, endosperma, vagem e peciolo. Em contrapartida, a associacao
entre expressao tecido-especifica e conservacao em espécies silvestres foi observada
apenas em raiz, sugerindo a existéncia de redes regulatérias ancestrais nesse tecido.
Esses resultados sugerem que o0s genes perdidos em espécies silvestres foram
preservados em G. max durante a domesticacédo e melhoramento, sendo provavelmente
importantes em caracteristicas agrondmicas Apos uma andlise hierarquizada dos
termos de ontologia génica (GO) associados aos genes de cada tecido, foram obtidos
51 genes representativos vinculados a processos biolégicos relacionados ao
crescimento e preenchimento da semente. No futuro préximo, pretendemos também
explorar os genes perdidos em G. max, visando identificar novos genes e alelos para
reintroducéo em programas de melhoramento genético.

Palavras-chave: expresséao tecido-especifica; ortologia; melhoramento genético.
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Mineracdo genomica de isolados bacterianos do
género Bacillus para biocontrole de fungos

Hector J. Acho-Vasquez, Sarah Henaut-Jacobs, Thiago M. Venancio

Estima-se que até 2050 a producao agricola global precise aumentar em 70% para atender a uma
populacao projetada de 9,8 bilhdes de pessoas. Além disso, entre 20% e 40% das perdas agricolas
sdo atribuidas a pragas e doencas fungicas. Embora vitais para a agricultura moderna, 0 uso
intensivo de fungicidas sintéticos resulta em toxicidade residual, surgimento de resisténcia e riscos
ao meio ambiente e & saide humana. Nesse contexto, os biofungicidas microbianos, em especial
os derivados de Bacillus, surgem como alternativas sustentaveis, atuando por meio de mecanismos
como antibiose e producédo de enzimas hidroliticas. Este trabalho propde a mineracdo genémica de
cepas de Bacillus com potencial biofungicida, sua classificacdo filogenética e a identificacdo de
genes relacionados a atividade antifingica, biofertilizacao, resisténcia a antibiéticos e viruléncia.
Foram analisados 10.839 genomas disponiveis no GenBank, abrangendo 114 espécies do género.
A gqualidade gendmica foi avaliada com CheckM e BUSCO. A identidade entre os genomas foi
estimada com Mash, resultando em um total de 10.276 genomas distribuidos em 85 comunidades.
Ainda, identificamos 7 grupos com fortes conexdes entre comunidades, formando complexos. Para
delimitar os complexos, utilizamos fastANI, aplicando delimitacdo especificos, identificando 103
comunidades. Analise filogenética revelou sua organiza¢cdo em cinco grupos: B. cereus sensu lato,
B. pumilus, B. amyloliquefaciens, B. licheniformis e B. subtilis. Paralelamente, realizamos uma
revisdo intensiva da literatura e identificamos 129 genes com potencial biofungicida, aqueles
envolvidos na sintese de lipopeptideo e enzimas liticas, o que foi corroborado pelo USEARCH e
antiSMASH, tendo as espécies com maior potencial B. spizizenii, B. velezensis e B. subtilis. Quase
todas as espécies mostraram potencial de biofertilizacdo (e.g. aquisicdo de ferro, aquisicdo de
nitrogénio, solubilizacdo de fosfato). Quanto a resisténcia aos antibidticos, a maioria das espécies
de B. cereus sensu lato carrega genes relacionados a essa caracteristica, destacando-se o
mecanismo de alteracdo do alvo antibidtico. Os genes ligados a viruléncia concentraram-se
principalmente nas categorias exotoxinas, invasao e exoenzimas, presentes quase exclusivamente
no grupo Bacillus cereus sensu lato. A identificacdo de cepas candidatas ao biocontrole visa a
promover o desenvolvimento de bioinsumos agricolas, contribuindo para praticas sustentaveis
alinhadas com os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel da ONU.
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Associacido de Dados Omicos na Priorizacdo de Genes
Envolvidos no Acumulo de Proteina no Gréao de Soja
[Glycine Max (L.) Merr]

Daniel Corréa-Silva, Dayana K. Turquetti-Moraes, Thiago M. Venancio

A soja [Glycine max (L.) Merr] é extensivamente estudada por sua enorme relevancia
agronOmica, que por sua vez esta relacionada ao seu alto teor de 6leo e proteina nos
graos. O acumulo desses nutrientes é inversamente proporcional, i.e., 0 aumento no
acumulo de 6leo reduz o de proteina e vice-versa. Portanto, elucidar as bases genéticas
dessas caracteristicas é essencial para melhorar a qualidade nutricional da soja. Neste
estudo, integramos dados 6micos e genéticos para identificar genes promissores
relacionados ao aumento do teor de proteina nos gréos de soja. A partir da literatura
priméaria e de dados do Soybase.org, identificamos regides de QTL (Quantitative Trait
Loci) de SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) e regides sob pressédo seletiva
(selective sweeps) associadas ao teor de 6leo e proteina na soja. Com base no genoma
de referéncia (Glycine_max_Wm82.a4.v1) encontramos 33.293 genes nos intervalos de
QTL, 5.624 em regibes de selective sweeps relacionados a domesticacdo e
melhoramento e 1.150 SNPs associados as caracteristicas de interesse.
Posteriormente, identificamos oito genes codificadores de proteinas de armazenamento
nos graos, além de genes candidatos para favorecer a biossintese de proteina, por meio
da literatura. A partir da integracédo de dados de RNA-Seq, observamos que esses genes
sdo preferencialmente expressos durante a maturacdo média das sementes, uma fase
crucial para o acumulo de proteinas e 6leo. Analisamos a coexpressao desses genes
candidatos e dos oito genes codificadores de proteinas de armazenamento utilizando o
pacote BioNERO. Em seguida, associamos esses dados aos previamente integrados
(QTL e selective sweeps), o que possibilitou a priorizagdo dos candidatos mais
promissores. Nossos resultados sugerem gue a integracdo de dados promova avancos
significativos nos estudos sobre a qualidade nutricional da soja, identificando genes-alvo
para seu aprimoramento genético.

Palavras-chave: Proteinas de armazenamento, QTL, GWAS, Melhoramento, RNA-
Seq.
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Caracterizacao gendmica e evolutiva da familia de
genes CHS em solanum lycopersicum

Gianmarco Castillo Huaccho, Kevin Roshbed Quiroz Hidalgo, Fray Luis Chacpi Santos,
Thiago Motta Venancio.

A familia de genes CHS codifica a enzima chalcona sintase, responsavel por iniciar a
sintese de flavonoides, um grupo de metabdlitos secundarios com fungdes protetoras,
incluindo fitoalexinas antimicrobianas produzidas em resposta a infeccbes. Neste
estudo, foi relatada a identificacdo de 11 genes CHS (SICHS), distribuidos em cinco dos
doze cromossomos do genoma do tomate (Solanum lycopersicum). Analises
filogenéticas os arguparam em cinco clados, que exibem diferengas estruturais em dez
motivos conservados; observou-s e ai nda a al ta di verg®°n
aminoacidos na por¢cao N-t er mi n a | e 4100 -wminal).oA8estrutia
génica (numero de éxons e introns) é estavel dentro dos clados, exceto para SICHS11
(clado 1). Além disso, oito genes de S. lycopersicum apresentam ortologia com Glycine
max e Arabidopsis thaliana, enquanto trés parecem resultar de eventos de duplicacédo
na familia CHS da linhagem de S. lycopersicum. As predi¢des de localizacdo subcelular
indicam predominéncia no citoplasma, membrana plasmatica e cloroplasto, sem
presenca de peptideo sinal nas 11 proteinas. A analise de ontologia génica (GO) sugere
envolvimento principal em atividades de aciltransferase e processos biossintéticos
coerentes com a rota de flavonoides, com possivel participacdo em interacbes com
membranas e vias de 4cidos graxosd indicando integracédo a regulacdo metabdlica de
compostos secundarios protetores. Este panorama da familia CHS em S. lycopersicum
fornece bases para compreender a conservacgao funcional e a diversificacdo evolutiva
desses genes, apoiando futuras investigacbes funcionais e aplicacbes em
melhoramento.

Palavras-chave: Evolucdo; Flavonoides; Genes CHS.
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MiRNAs e Resposta a Estresses Abioticos em
Cultivares de Soja (Glycine max)

Luciele de Léo Cardozo, Felipe Cruz Paula, Giulia Bousquet da Silva Pinto, Clicia
Grativol

A soja (Glycine max) é uma das culturas agricolas mais relevantes do mundo, tanto pela
importancia econémica quanto pelo valor nutricional. Entre os estresses abibticos que
comprometem seu desempenho, a seca se destaca como o principal fator. Entre as
estratégias biotecnolégicas emergentes para mitigar estresses abioticos, destacam-se
os microRNAs (miRNAs) e os micropeptideos (MmIPEPS), pequenas moléculas
regulatérias envolvidas na resposta ao estresse em plantas. Este trabalho tem como
objetivo avaliar os efeitos da aplicacdo exdégena de miRNAs e de seus miPEPs preditos
em plantulas de soja submetidas a estresse osmético induzido por manitol. As sementes
de soja foram esterilizadas e distribuidas em placas de 12 pocos. Cada poco recebeu 5
pg de miRNA , permanecendo em B.O.D. a 28 °C até 3 horas ap6s embebicéo (3 HAE).
Em seguida, as sementes foram transferidas para tubos contendo 20 mL de meio
Murashige e Skoog (MS) 1/10, com ou sem manitol (150 mM) para inducdo de estresse
osmético, mantendo-se por 12 dias a 28 °C e fotoperiodo 12/12 h. Dois mMiRNAs
sintéticos foram testados em quatro condi¢des: controle, miRNA, manitol e manitol +
mMiRNA. Foram realizadas analises fenotipicas (comprimento, massa fresca e seca das
respectivas partes aéreas e raizes) para avaliacdo do impacto fisioldgico dos
tratamentos. Os dados indicam que o miRNA sintético 1, isoladamente, favorece o
crescimento radicular e, sob estresse, atenua as perdas de comprimento e biomassa,
possuindo efeito mitigador. J& 0 miRNA sintético 2 reduz comprimento e biomassa na
auséncia de estresse, mas, na presenca de manitol, promove incrementos de biomassa,
principalmente no sistema radicular. Esses resultados sugerem potencial para 0 uso
dessas moléculas como ferramentas biotecnoldgicas, indicando possiveis efeitos dos
mMiRNAs na promocéao de crescimento ou mitigacdo do estresse.
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Gendmica comparativa do fungo patdogeno da soja
Rhizoctonia solani

Ayrton Costa Silva, Gabriel Quintanilha Peixoto, Thiago Motta Venancio.

Rhizoctonia solani € um patdégeno oportunista fangico que afeta diversas plantas. R.
solani pertence a ordem Cantharellales e € classificado em subespécies
reprodutivamente isoladas, agrupadas em Grupos de Anastomose (AG). Esses AGs
baseiam-se na capacidade de fusdo de hifas entre isolados. R. solani se propaga
comumente por meio dos esclerddios, que sao estruturas de resisténcia compostas por
hifas compactadas que garantem a sobrevivéncia do fungo. Dessa forma, identificar os
genes cruciais para o desenvolvimento e crescimento dessas estruturas pode contribuir
para o controle da infeccdo em plantas. A gendmica comparativa surge como uma
ferramenta importante, que permite identificar genes associados a formacdo de
esclerédios a partir da comparacao entre R. solani e outros fungos. Este trabalho tem
como objetivo analisar genomas de R. solani por meio de gendémica comparativa,
visando elucidar estratégias de patogenicidade e formacéo de esclerddios. Para isso,
foram obtidos genomas disponiveis no banco de dados GenBank, que passaram por
fitragem com o software BUSCO. A inferéncia filogenética foi realizada com os
softwares OrthoFinder e IQTREEZ2. Funannotate foi utilizado para a anotacéo dos genes.
A andlise de CAZymes foi conduzida com o DBCan3, e a andlise de expansbdes e
contragBes génicas, com o software CAFE5. Os resultados mostram que R. solani
apresenta maior quantidade de quatro enzimas relacionadas a via da quitina,
fundamental na formacao de esclerédios, reforcando a importancia dessa via metabélica
para a sobrevivéncia e patogenicidade do fungo. Diversos genes estdo sob expansao,
incluindo um fator de patogenicidade similar a Egh16. Na literatura, a acao deste fator
de patogenicidade tem sido descrita em outros fungos fitopatdégenos e esta associada a
funcdo de formacdo de lesdo e penetracdo do hospedeiro. Até 0 momento, Nnossos
resultados mostram indicios de como R. solani infecta seus hospedeiros e resiste no
ambiente ao nivel genémico.
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Transcriptédmica comparativa do metabolismo de TAG
em sementes de Fabaceae

Victor William da Costa Souza, Dayana Kelly Turquetti-Moraes, Thiago Motta Venancio

A familia Fabaceae, conhecida como leguminosas, constitui um grupo monofilético
distribuido globalmente, incluindo espécies de relevancia agricola e nutricional, como
amendoim (Arachis hypogaea), gréo-de-bico (Cicer arietinum), soja (Glycine max),
feijdo-comum (Phaseolus vulgaris) e ervilha (Pisum sativum). Essas espécies sdo
importantes fontes de carboidratos, proteinas e lipidios; estes atuam como
componentes estruturais de membranas, moléculas de sinalizagdo e reservas
energéticas. Entre as leguminosas, o teor de 6leo nas sementes varia amplamente
( & I1%9%) e é armazenado principalmente como triacilgliceréis (TAG). A sintese de
TAG da-se pela via de Kennedy e rotas alternativas mais complexas. Apesar dos
avancos, ainda existem lacunas sobre como a biossintese e a degradacdo de TAGs séo
reguladas entre espécies, especialmente durante o enchimento de graos. Compreender
0S mecanismos genéticos desse processo € estratégico para subsidiar programas de
melhoramento do conteddo de 6leo. Este trabalho objetiva identificar a expressao génica
de familias relacionadas a biossintese e degradacdo de TAGs nas cinco espécies
mencionadas. Foram utilizadas amostras de RNA-Seq do Sequence Read Archive
(SRA) por meio do SRA Toolkit, inicialmente para C. arietinum (74 amostras). O pré-
processamento foi realizado com fastp e MultiQC, e a quantificacdo com Salmon, tendo
como referéncia o transcriptoma néo redundante de C. arietinum no banco PLAZA 5.0.
As familias génicas relacionadas ao metabolismo de TAGs foram previamente
identificadas pelo grupo. Até o momento, concluimos a filtragem e a quantificacdo da
expressao para C. arietinum, o que permitira consolidar um pipeline robusto para analise
das demais espécies. Espera-se identificar genes candidatos altamente expressos em
familias homoélogas, possibilitando discutir marcadores moleculares aplicaveis ao
melhoramento genético e avangar na compreensao da complexidade metabdlica de
cada espécie no metabolismo de TAG.
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Seedling priming como modulador epigenético em
cultivar de soja submetida a estresse abiotico

Maysa Lourenco Benvino, Giulia Bousquet da Silva Pinto, Lairton da Cruz Silva, Daniel
Jardim da Silva, Felipe Cruz Paula, Clicia Grativol

A soja (Glycine max), leguminosa da familia Fabaceae, é de alta relevancia econdmica e
nutricional. O Brasil é seu maior produtor mundial, reforcando o papel do pais na
seguranca alimentar global. Embora a producdo seja em grande escala, as perdas na
cultura pelo aumento de eventos de seca, exigem estratégias que ampliem a tolerancia
ao estresse abidtico. Entre essas abordagens destaca-se o seedling priming, técnica que
consiste na pré- exposicdo controlada de plantulas, capazes de induzir respostas
adaptativas, potencialmente mediadas por regulacdes epigenéticas como a metilacdo do
DNA. Neste contexto, o hipometilante 5-azacitidina (5-azaC), inibidor de DNA
metiltransferases, € empregado para provocar reprogramacdes epigenéticas que possam
modular a resposta de plantas ao estresse. Com intuito de revelar o impacto da metilacédo
do DNA em cultivares de soja submetidas ao seedling priming quanto a tolerancia a seca
sob estresse osmotico, sementes de soja foram desinfetadas e germinadas em meio MS,
contendo 25uM de 5-azaC que foi aplicado como priming por quatro dias. Posteriormente,
as plantulas foram transferidas para meio liquido suplementado com 150 mM de manitol
para inducdo do estresse osmatico por seis dias. Foram avaliados comprimento da parte
aérea e raizes, massa fresca e seca, raizes laterais, além de investigar teores de clorofila
e de carotenoides. O tratamento de 5-azaC e de 5-azaC + manitol, reduziu
significativamente o desenvolvimento radicular, afetando especialmente o comprimento e
0 surgimento de raizes laterais, enquanto o tratamento somente com manitol nao
apresentou efeito significativo. No comprimento da parte aérea, houve uma diminuicédo
em todos os tratamentos em relacdo ao controle. Adicionalmente, observou-se que no
tratamento 5-azac + manitol, gerou maior acimulo de clorofila a / b e carotenoides,
sugerindo que o priming aumenta a biossintese cloroplastidial e de ABA em plantulas.
Esses achados sugerem que o priming com 5-azaC melhora o vigor das plantulas no
estresse osmatico, possivelmente associado a ativacdo de vias reguladas por metilagéo
do DNA, além de destacar o seedling priming como estratégia para modular respostas
adaptativas ao estresse osmético em soja.
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Analise protedmica e transcriptémica integrativa e
determinacao do papel de histonas deacetilases na
embriogénese somatica de mamoeiro (Carica papaya
L.)

Gilmara da Cruz Rangel, Lucas Rodrigues Xavier, Daniel Dastan Rezabala Pacheco,
Karina da Silva Vieira, Jennyfer Silva Campos, Laura Eliza de Oliveira Alves, Carlos
Eduardo Assis da Silva, André Lucas de Souza Lopes, Roberta Pena da Paschoa,
Claudete Santa-Catarina, Vanildo Silveira

A cultura do mamoeiro (Carica papaya L.) apresenta grande relevancia econdmica no
Brasil, mas enfrenta limitacdes como segregacdo sexual. A embriogénese somatica
surge como alternativa promissora para a clonagem de plantas hermafroditas e
producdo de mudas geneticamente uniformes, mas sua aplicagdo comercial ainda é
restrita devido a complexidade dos mecanismos moleculares envolvidos. Entre os
reguladores epigenéticos, as histonas deacetilases (HDACs) desempenham papel
central na aquisicdo da competéncia embriogénica, sendo moduladas por modificacbes
pos-traducionais e pela acdo de inibidores especificos. Entretanto, pouco se sabe sobre
sua atuacdo no mamoeiro. Esta proposta tem como objetivo elucidar as redes de
proteinas moduladas por HDACs durante a embriogénese soméatica de mamoeiro e
avaliar o efeito do butirato de sédio como inibidor epigenético na inducdo e maturacéo
dos embrides somaticos. Para isso, calos embriogénicos serdo estabelecidos a partir de
embrides zigoticos imaturos da cv. Golden e cultivados em meio MS suplementado com
diferentes concentracbes de butirato de sédio, em associagcdo ou ndo ao 2,4-D.
Amostras serdo analisadas por estratégias integrativas de transcriptémica e proteébmica
(LC-ESI-MS/MS), visando identificar HDACs diferencialmente expressos, proteinas
guinases e fatores de transcricdo regulados pelos tratamentos. Paralelamente, a
expressao génica sera validada por gRT-PCR, e as intera¢Bes proteina-proteina serao
mapeadas para a construcao de redes regulatorias associadas a reprogramacao celular.
Espera-se identificar genes e proteinas de HDACs envolvidos em diferentes etapas da
embriogénese somatica, determinar o efeito dose-dependente do butirato de sodio na
competéncia embriogénica e definir concentragbes capazes de otimizar a maturagéo
dos calos. Os resultados fornecerdo bases moleculares para protocolos aprimorados de
micropropagacao e potenciais alvos para engenharia genética, além de contribuir para
o avanco do conhecimento em regulacéo epigenética da embriogénese somatica.
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NaB como priming epigenético para tolerancia ao
estresse osmotico em plantulas de soja

Lairton Da Cruz Silva, Maysa Lourenc¢o Benvino, Giulia Busquet da Silva Pinto, Daniel
Jardim da Silva, Felipe Cruz Paula, Clicia Grativol

A soja (Glycine max), leguminosa da familia Fabaceae e de alto valor econémico, €
amplamente afetada por estresses abioticos, tendéncia agravada pelas mudancas
climaticas. Mecanismos epigenéticos podem modular a expressao génica e favorecer a
adaptacao a ambientes adversos, ampliando a sobrevivéncia. Entender essas relacbes
€ crucial para desenvolver estratégias biotecnolégicas, como o seed priming, que visa
aumentar a tolerancia a condi¢cBes de estresse. Com intuito de revelar o impacto do
butirato de sédio (NaB), um inibidor de histona desacetilase (HDAC) que modula a
regulacédo génica, esta pesquisa investigou a acdo do NaB em plantulas de soja. As
sementes forampré-ger mi nadas em 10mL de unMemplocaT ent r a- «
de petri por 5 horas, logo ap6s foram transferidas para tubos de ensaio contendo 20 mL
de meio MS 1ul0 for-a, para induzir o estresse
Apoés o periodo de 10 dias foram avaliados comprimento, raizes laterais, biomassa e
teores cloroplastidiais. Os tratamentos produziram perfis contrastantes de
desenvolvimento. O NaB isolado estimulou o sistema radicular, elevando o comprimento
da raiz principal, o nUmero de raizes laterais e a biomassa fresca e seca. O manitol, por
sua vez, suprimiu esses mesmos parametros, condizente com estresse osmatico. O
tratamento NaB+manitol promoveu recuperacao significativa das métricas radiculares,
sugerindo efeito mitigador do NaB frente ao estresse. No componente cloplastidial, o
NaB sozinho nao diferiu do controle em clorofila a/b e carotenoides, mas na presenca
de manitol, as taxas desses pigmentos aumentaram, indicando perfil funcional do
aparelho fotossintético sob estresse. Dessa forma, sugerisse que o butirato de sdédio
ameniza os impactos fenotipicos ocasionados pelo estresse, sendo uma ferramenta
promissora na utilizacdo de seed priming.
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Respostas dose-dependentes de 2,4-D nainducéo de
calos embriogénicos em Carica papaya L
Daniel Dastan Rezabala Pacheco, Lucas Rodrigues Xavier, Roberta Pena da

Paschoa, Carlos Eduardo Assis da Silva, André Lucas de Souza Lopes, Claudete
Santa-Catarina, Vanildo Silveira

Carica papaya L. é uma frutifera tropical de alto valor econémico, cuja producéo
comercial depende de plantas hermafroditas. Como a determinacdo do sexo ocorre
apenas meses apds a semeadura, h4 aumento de custos e descarte de plantas
femininas. A embriogénese somatica (ES) constitui uma alternativa viavel para a
clonagem de plantas hermafroditas, permitindo a producdo de embriGes somaticos
uniformes, além de servir como sistema modelo para estudos moleculares. O acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) é amplamente utilizado para inducéo da ES, embora sua
concentracao ideal varie conforme a espécie e o contexto experimental. Neste estudo,
investigamos respostas morfolégicas e protedmicas de embrides zigoticos de C. papaya
expostos a diferentes concentracdes de 2,4-D (0; 0,2; 2; 20 e 200 uM). As avaliacbes
morfolégicas mostraram que apenas 20 UM promoveu a formacdo de calos
embriogénicos aos 14 dias, enquanto concentracdes elevadas (200 uM) atrasaram ou
inibiram o processo. A analise protedmica Bottom-up, realizada no sétimo dia, identificou
1168 proteinas, das quais 726 exibiram acumulo diferencial (DAPs). Proteinas
associadas a resposta a auxina (CAND1 e PIN1-2), metabolismo de carboidratos
(GRF2, GRF3, GRF8 e GRF12), biossintese de aminoacidos (SAM1), embriogénese
(SKP1A e SKP1B) e transporte de protons (VDACs e VHA) foram reprimidas em 200
MM, indicando que 0 seu excesso compromete vias essenciais ao desenvolvimento
embrionario. Em contrapartida, proteinas associadas a aquisicdo da competéncia
embriogénica como CSP2, MIRO1 e elF-3 foram acumuladas em concentracfes
intermediarias (20 uM). A analise funcional (GO/KEGG) confirmou a repressao de vias
metabodlicas e energéticas em 200 uM, acompanhada por respostas limitadas de
estresse. Foram identificadas nove proteinas regulatérias, bem como mecanismos
epigenéticos, relevantes para a inducdo de calos. Assim, 20 uM de 2,4-D ativa vias
essenciais a embriogénese, enquanto doses elevadas induzem um perfil protedmico
associado ao estresse, oferecendo base para melhorar protocolos em C. papaya.
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Investigacao gendmica de bactérias do género
Herbaspirillum
Estephani Martins Fernandes, Sarah Henaut-Jacobs, Gabriela Petroceli Mota, Bruno

Costa Rodrigues, Rodrigo Nunes da Fonseca, Fabio L. Olivares,Thiago Motta
Venancio

O género Herbaspirillum, descrito pela primeira vez em 1986, compreende bactérias
diazotroficas endofiticas com notavel potencial biotecnoldgico para a agricultura, devido
a sua capacidade de promocéao de crescimento vegetal (PGP) por mecanismos como a
producdo de fitohormdnios, sintese de sideréforos, solubilizacdo de minerais e,
principalmente, pela fixacdo bioldgica de nitrogénio. Algumas espécies, como H.
seropedicae, se destacam pela colonizacdo endofitica de gramineas de interesse
agricola, como arroz e milho, o que as torna relevantes para a agricultura sustentavel.
Apesar de sua importancia, a diversidade gendmica do género permanece
subexplorada, com os bancos de dados publicos apresentando vieses para poucas
espécies, como H. seropedicae. Assim, este estudo busca realizar uma andlise
gendbmica comparativa e sistematica do género Herbaspirillum, para elucidagéo de sua
filogenia, identificacdo de genes-chave relacionados a PGP, e caracterizacdo de seu
pangenoma, através da integracdo de genomas publicos com isolados recém-
sequenciados da colecdo da UENF. Para isso, foram obtidos 262 genomas do banco de
dados NCBI, que passaram por um controle de qualidade utilizando as ferramentas
CheckM2 e BUSCO. Ap6s a remocao de genomas com completude inferior a 90% em
ambas ferramentas, o conjunto refinado de 130 genomas passou pela andlise de
Identidade Média de Nucleotideos (ANI) através da ferramenta Pyani para a
confirmacao da identidade taxonémica dos genomas remanescentes. Os resultados
preliminares permitiram a construcdo de uma robusta arvore filogenética a partir de
genes ortdlogos de cépia Unica, identificados com o OrthoFinder. Esta investigacédo
aprofunda o conhecimento sobre a evolugdo e a diversidade funcional do género
Herbaspirillum, fornecendo uma base soélida para a sele¢do de novas cepas com alto
potencial para o desenvolvimento de bioinoculantes mais eficientes e especificos,
contribuindo para o0 avancgo da biotecnologia agricola.

Palavras-chave: Gendmica Comparativa, Promocdo de Crescimento Vegetal,
Bioinformatica
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Efeito do inibidor da desacetilagcdo de histonas no
desenvolvimento das plantulas de milho (Zea mays L.)

Daniel Jardim da Silva, Franciane de Souza Pessanha, Fernando Frasdo Lubanco,
Lairton da Cruz Silva, Maysa Lourengo Benvino, Clicia Grativol.

A epigenética exerce um papel crucial no desenvolvimento vegetal e nas respostas a
estimulos ambientais. Entre as marcas epigenéticas conservadas em plantas, as
modificacBes de histonas exercem uma funcéo crucial para a regulacdo da expressao
génica. Essas modificacbes, como metilacédo, acetilacdo, ubiquitinacdo e fosforilacéo,
ocorrem predominantemente nas caudas N-terminais das histonas e modulam a
acessibilidade a cromatina. A acetilacao de histonas é particularmente relevante para o
desenvolvimento das plantas. A inibicdo das histonas desacetilase (HDACs) promove a
hiperacetilagdo, aumentando a acessibilidade dos genes a maquinaria transcricional. O
butirato de sédio (NaB) é um inibidor da HDACs utilizado para induzir esse estado. O
objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da desacetilagdo de histonas no
desenvolvimento de sementes de milho desinfestadas (SD) com hipoclorito e nao
desinfestadas (SND), por meio da aplicacdo do NaB. Seis dias apds a embebicédo (6
DAE), realizaram-se andlises fenotipicas da parte area e das raizes e, em seguida, a
extracdo e quantificacdo de pigmentos cloroplastidiais. Utilizou-se NaB 0,2mM. As
variaveis comprimento (cm), massa fresca (g) e massa seca (g) foram mensuradas em
delineamento inteiramente casualizado (DIC). Os teores de clorofila, a clorofila b e
carotendides foram determinados por espectrofotometria. Aos 6 DAE, observou-se
reducdo do comprimento da parte aérea e das raizes nas plantulas SND ndo tratadas.
Em contraste, as plantulas tratadas com NaB, especialmente as SD, apresentaram
maiores comprimentos da parte aérea e das raizes, além de teores superiores de
clorofila a, clorofila b e carotendides. Esses resultados indicam que o NaB favorece o
desenvolvimento de plantulas SD. Ademais, sugerem que a interacdo entre o
microbioma residente e a regulacdo epigenética podem estar relacionados ao
desenvolvimento das plantulas de milho, recomendando-se estudos adicionais para
esclarecer o impacto do tratamento SD e NDS com NaB sobre a regulacéo epigenética
e a comunidade microbiana.
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Modulacdo epigenética associada a deposicao de
calose em plantulas de soja (Glycine max) sob
estresses bioticos

Giulia Bousquet da Silva Pinto, Felipe Cruz de Paula, Maysa Lourenc¢o Benvino,
Lairton da Cruz Slva, Clicia Grativol

As mudancas climaticas afetam a produtividade das plantas ao induzir estresses
abidticos e bidticos. A metilacdo do DNA tem sido associada a tolerancia vegetal a
patégenos, influenciando a remodelacéo da parede celular e 0 acimulo de proteinas de
defesa. Neste estudo, investigamos o papel da metilacdo do DNA em plantulas de soja
submetidas ao peptideo bacteriano flg22 e ao fungo patogénico Sclerotium rolfsii. As
plantulas foram cultivadas por sete dias na presenca de 25 UM do inibidor de metilacédo
5-azacitidina (5-azaC) e, posteriormente, transferidas para meio liquido contendo flg22
por 24 horas. O tratamento com 5-azaC reduziu o nimero de raizes laterais em
comparacdo aos controles. A deposicdo de calose, avaliada por fluorescéncia apos
coloracdo com azul de anilina, foi maior em raizes e parte aérea tratadas com a
combinacédo 5-azaC + flg22. A microscopia confirmou esse aumento, sugerindo inducao
de calose por ambos os tratamentos. Além disso, a expressao dos genes GSL4 e
GSL21, envolvidos na sintese de calose, também se elevou no tratamento 5-azaC +
flg22. Para avaliar o efeito do 5-azaC sobre o crescimento de S. rolfsii, 0 fungo foi
cultivado em meio BDA com diferentes concentracdes do inibidor, sem apresentar
inibicdo. Plantulas inoculadas com S. rolfsii na presenca de 5-azaC exibiram maior
comprimento e massa fresca da parte aérea, indicando um efeito benéfico do 5-azaC
sob estresse bidtico. Observou-se que a cultivar BRS184 é mais sensivel ao inibidor,
motivo pelo qual a concentracéo foi reduzida para 10 uM. Nessa condicdo, verificou-se
gue, naraiz, o tratamento 5-azaC + S. rolfsii resultou em menor massa fresca em relacao
a S. rolfsii isolado, sem diferenca significativa na massa seca. Na parte aérea, a massa
seca permaneceu inalterada entre os grupos, apesar da reducao na massa fresca. Os
préximos passos incluem a analise da expresséo génica relacionada a biossintese de
calose em plantulas tratadas com flg22 e S. rolfsii. Esses resultados contribuem para a
compreenséo do papel da metilagdo do DNA na defesa vegetal.

Palavras-chave: 5-azacitidina; Parede celular; Flagelina; Sclerotium rolfsii.
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Analise da divergéncia funcional de genes
codificadores de fatores de transcricao duplicados em
soja (Glycine max)

Davi Barreto Alves de Souza, Daniel Corréa-Silva, Thiago M. Venancio.

A soja (Glycine max) € uma cultura de elevada relevancia agroindustrial, com aplicagbes
na alimentacdo humana, animal e na bioindUstria. Seu genoma foi moldado por dois
eventos de duplicacdo completa (Whole Genome Duplication - WGD), sendo um deles
exclusivo do género Glycine, o que expandiu o repertorio génico e favoreceu sua
adaptabilidade. Genes duplicados podem seguir diferentes trajetdrias evolutivas, como
a neofuncionalizacdo, na qual novas fungbes sdo adquiridas em relacdo ao gene
ancestral. Embora os efeitos das duplicacbes genémicas sejam reconhecidos em
plantas, o impacto sobre os fatores de transcricdo (FTs), centrais ha regulacdo da
expressao génica e adaptacdo da soja, ainda é pouco explorado. A retencdo e
especializacdo de FTs duplicados sédo fundamentais para diversificar as redes
regulatorias, influenciando a capacidade adaptativa e o potencial produtivo da cultura.
Neste estudo, foram analisados 3.711 FTs da soja, caracterizando padrbes de
duplicacdo a partir da integracdo de dados das bases PlantTFDB, PLAZA e
DoubleTrouble, aliados a amostras de RNA-Seq do Soybean Expression Atlas. Por meio
de abordagens computacionais em R, associou-se tipos de duplicacdo a padrées de
expressao génica. Foram identificados 363 FTs com expressdo tecido-especifica,
distribuidos em 38 das 58 familias de FTs, com destaque para WRKY, envolvida em
diferenciacéo celular e resposta a estresses abiodticos. A analise global em 14 tecidos
mostrou que MADS-box tem expresséo preferencial em flores, enquanto fatores com
dominios zinc-finger exibem padrdo mais generalista. Estudos recentes também
revelam que genes duplicados apresentam maior nimero de regides de inicio de
transcricdo e menor especificidade tecidual, contribuindo para a diversificacao funcional
e adaptabilidade da soja. Esses resultados reforcam a importancia das duplicacbes
génicas e da regulacdo transcricional na evolugéo dos FTs, ampliando o potencial de
melhoramento da cultura.

Palavras-chave: RNA-Seq; WGD; Expresséo tecido especifica.
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Ciclo celular de plantas: estudo do complexo MAD1-
MAD2 como estratégia molecular para o
desenvolvimento de plantas resilientes a estresses
bidticos e abidticos
Paula Guimaraes Custodio, Gabriela Pimentel Serodio, Izabela Silva dos Santos,
Marco Antonio Lopes Cruz

O ciclo celular em plantas e animais € semelhante, passando por interfase, mitose
e citocinese. No entanto, ha diferencas importantes, especialmente na citocinese. As
plantas modulam sua fisiologia e morfologia em resposta a estresses bibticos e
abidticos, exigindo coordenacgdo entre o ciclo celular e mecanismos moleculares de
percepcdo ambiental. Avancos nessa area podem gerar variedades resistentes,
mitigando os efeitos das mudancas climaticas na agricultura. Complexos proteicos
participam desses mecanismos em diferentes etapas do ciclo celular. MAD1 e MAD2
sdo proteinas fundamentais no ponto de controle mitético (Spindle Assembly Checkpoint
- SAC), que garante a correta segregacdo dos cromossomos. O SAC impede a
progressao prematura para a anafase, assegurando o correto alinhamento dos
cromossomos ao fuso mitético. Em humanos, falhas nesse controle podem causar
aneuploidia, condi¢do associada a doengas como o cancer. Embora bem estudado em
animais, o funcionamento do complexo MAD1-MAD2 em plantas ainda € pouco
explorado. Nossos resultados sugerem que esse complexo pode interagir com proteinas
como MAP kinases e 14-3-3, ligadas a resposta a estresses. Este estudo visa
compreender a formacdo do complexo MAD1-MAD2 em Arabidopsis thaliana e
Phaseolus vulgaris, identificando proteinas interativas. Os genes MAD1 e MAD2
adquiridos comercialmente serdo clonados nos vetores pET28a e pET20b, expressos
em BL21 (DE3) e purificados por cromatografia de afinidade a niquel. As etapas serédo
monitoradas por eletroforese em gel de agarose e acrilamida. As proteinas serédo
testadas para interacdo do tipo proteina-proteina contra extratos proteicos de calos de
Arabidopsis thaliana induzidos. Por fim, essa pesquisa busca contribuir para o
preenchimento de lacunas na compreensao dos mecanismos de controle do ciclo celular
vegetal e contribuir com o conhecimento para o desenvolvimento de novas variantes
resilientes aos diferentes tipos de estresses bibticos e abidticos.
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Sequenciamento de genoma completo de baixa
cobertura (LP-WGS) de baunilhas brasileiras

Tibério da Silva Vale, Ana Luiza Atella, Luis Willian Arge, Marcio Alves Ferreira,
Andrea Furtado Macedo

A baunilha natural € uma das especiarias mais caras do mundo. Porém, decorrente de
erosao génica, a espécie mais cultivada, V. planifolia, apresenta grandes dificuldades
de cultivo. Assim, atencéo tem sido dada a seus parentes silvestres, que podem fornecer
aromas, apresentar maior diversidade génica e fenotipica. Assim, este trabalho busca
caracterizar genomicamente 11 espécies de baunilhas silvestres brasileiras aromaticas.
Para isto, amostras das espécies nativas foram coletadas e tiveram seu DNA extraido
e purificado para sequenciamento de genoma completo de baixa cobertura (LP-WGS).
DNAs de alto peso molecular foram extraidos de folhas de um individuo por espécie,
como descrito a seguir: folhas de cada espécie foram maceradas em N liquido; 1 a 3
gramas de macerado de cada acesso foi entdo adicionado a 5 ml de tampéo de extracédo
(TE) contendo alcool isoamilico, CTAB, EDTA e cloroférmio. Apds, a suspensédo
resultante foi vortexada e centrifugada, sendo os sobrenadantes isolados, e nestes foi
adicionado isopropanol absoluto. Apds repouso a -20°C, foram feitas novas
centrifugacdes, descartando os sobrenadantes e reservando os pellets. Estes foram
lavados 2x a 4x com etanol 70% e secados e ressuspendidos em de tampdao de eluicédo
+ RNAse. Apds, foram incubados a 37°C para degradacdo de RNAs remanescentes.
Foi feita adicdo extra de EDTA ao processo com base em Munch et al. (2019) para
dissolver cristais de oxalato de calcio que interferiam na quantificacdo de DNA via
espectrofotometria. Os DNAs foram enviados para sequenciamento pela empresa
Azenta em plataforma lllumina na configuracdo 2x 150bp. As bibliotecas de
sequenciamento foram inicialmente submetidas a remocao de bases de baixa qualidade
e de adaptadores com o software fastp. Subsequentemente, as bibliotecas foram
mapeadas contra 0 genoma de V. planifolia com o software bwa-mem. A chamada de
variantes, SNPs e Indels, foi feita com bcftools mpileup e call. Bcftools foi também usado
para remover variantes de baixa qualidade e com excesso de dados perdidos. Plink foi
usado para remover SNPs com alta correlagdo/ligacdo e para computar a distancia
genética e o PCA. Os resultados foram graficamente visualizados em R. Foi produzida
uma filogenia preliminar, que resolveu relacdes conhecidas entre algumas das espécies,
mas com menor precisao para grupos mais basais. Novos tratamentos sao planejados
com os dados, juntamente a adicdo de dados ja publicados de outros autores.

Palavras-chave: Vanilla; LP-WGS; Whole genome sequencing
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RESUMO

Euterpe edulis, conhecida com palmeira jucara é nativa da Floresta Atlantica e
apresenta grande potencial econdmico e nutricional. Entretanto, esta espécie apresenta
limitacOes para estabelecimento de mudas em plantios comerciais devido a sua baixa
tolerAncia a estresses bidticos e abibdticos. Sendo assim, entender modificacbes
epigenéticas podem auxiliar no melhoramento genético da espécie. Diante disso, este
estudo investigou como diferentes condicbes de cultivo (irrigacdo e trés niveis de
sombreamento) influenciaram os padrées de metilacdo global do DNA em mudas de
jucara. A maior taxa de metilacéo foi observada nas plantas submetidas ao menor nivel
de sombreamento (25%) para o tratamento sem irrigacdo com valores acima de 80% de
5-mC. Para as porcentagens de cobertura de 50% e 75% houve variacao tanto entre
dos tratamentos, quanto dentro de cada um deles. Os resultados demonstraram que o
sombreamento exerceu efeito significativo (p = 0,000183), com as maiores taxas de
metilacdo registradas sob menor sombreamento (25%), revelando uma resposta
adaptativa ao estresse. A irrigacdo isoladamente ndo mostrou influéncia significativa.
Os achados indicam que a modulagéo epigenética através do manejo do sombreamento
pode representar uma estratégia promissora para 0 cultivo e conservacao desta
espécie.

Palavras-chave: 5-metilcitosina; Epigenética; Sombreamento.
INTRODUCAO

Euterpe edulis é nativa da Floresta Atlantica, popularmente conhecida como
palmeira jucara. Esta espécie apresenta o status de ameacgada de extingdo devido ao
desmatamento e a exploragdo ilegal do seu palmito que resulta na morte da planta
(MARTINELLI e MORAES, 2013). Apesar disso, a espécie apresenta um potencial
bioecondmico para diferentes setores, como por exemplo, o alimenticio e farmacéutico,
uma vez que seus frutos apresentam caracteristicas fisicas e nutricionais interessantes,
como alto teor de acidos graxos, minerais, fibras, antocianinas, flavonoides e acidos
fendlicos (SCHULZ et al., 2016; CARVALHO et al., 2020). Estas caractetisticas podem
ser utilizada como uma estratégia de conservacao pelo uso, tornando-a um atrativo para
ascensdo no mercado da fruticultura (SCHULZ et al., 2016).

Considerando o0 potencial que a espécie apresenta, faz-se necessario
viabilizacdo do uso comercial para garantir a conservacdo da espécie, de modo a
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possibilitar o plantio em grande escala. Entretanto, a expanséo do cultivo de E. edulis
para diferentes regides do Brasil esbarra em diversos fatores que ainda dificultam o
plantio, entre eles, informacgdes sobre 0 manejo adequado e estabelecimento de mudas
(SANTOS et al.,, 2007). Diferente do Acai da Amazénia (Euterpe oleracea) que
apresenta maior rusticidade, a palmeira jucara requer condi¢des de plantio adequada,
principalmente no que diz respeito a tolerancia a estresses bidticos e abioticos. Neste
sentido, estabelecer condic¢des ideais para o cultivo e compreender 0s mecanismos que
conferem tolerancia aos estresses ambientais em E. edulis sdo fundamentais, visto que
ainda néo estéo determinadas (CANAL et al., 2023).

As plantas possuem diferentes tipos de mecanismos para tolerancia a estresse.
Caracteriza-los epigeneticamente possibilita estimar a contribuicéo relativa de ambos os
processos na formacdo dos fendtipos observados (MARTINS, 2018). Os estudos
epigenéticos permitem avaliar como 0 manejo e 0s estresses bidticos e abioticos que
plantas sédo submetidas durante os estadios iniciais de desenvolvimento podem alterar
o padrdo de expresséo génica sem promover modificacdes na sequéncia de DNA (AZIZ;
BAROZAI, 2018). As alteracdes na sequéncia de DNA modulam a expressao de genes
através de metilacdo do DNA, que consiste na ligacdo de um grupo metil (-CH3) na
citosina em contextos simétricos, CG e CHG; e assimétricos, CHH (onde H é qualquer
nucleotideo exceto G), realizada por uma familia de enzimas chamadas DNA
metiltransferases (LUCIBELLI et al., 2022).

Diante disso, compreender os efeitos das modificacdes epigenéticas torna-se,
essencial para estratégias de melhoramento genético voltadas a tolerancia e adaptacao
a estresses ambientais, uma vez que diferentes respostas ao ambiente podem ser
moduladas por alteracdes quimicas e estruturais no DNA, que influenciam a ativacdo ou
o silenciamento de genes (SAHU et al., 2013). Para isso, experimentos que buscam
avaliar a influéncia de fatores como a irrigacdo e o sombreamento em condi¢cdes de
plantio sdo fundamentais para os avangos no estabelecimento de estratégias e técnicas
gue otimizem o desenvolvimento inicial da palmeira jucara. Neste sentido, objetivou-se
neste trabalho, avaliar o efeito da irrigacdo e do sombreamento na variacdo da 5-mC
global de mudas de Euterpe edulis.

METODOLOGIA
Area Experimental

A instalacdo do experimento foi realizada na area experimental da Universidade
Federal do Espirito Santo, no Campus de Alegre, localizado no distrito de Rive, ES. O
local de implantagdo possui declividade média de 20% caracterizando o relevo com
ondulado. O estudo foi conduzido em esquema fatorial 2 x 3, avaliando dois fatores:
Irrigacao (2 niveis): com irrigac@o e sem irrigacdo; sombreamento (3 niveis): 25%, 50%
e 75% de sombreamento (utilizando telas comerciais Sombrite). O delineamento
adotado foi o de blocos casualizados (DBC), com 8 repeticbes por tratamento,
totalizando 64 mudas. As parcelas foram distribuidas aleatoriamente dentro de cada
bloco. O transplantio das mudas seguiram o arranjo espacial de covas individuais e um
espacamento de 1,0 m entre as plantas e 1,5 m entre as linhas. O desenvolvimento das
plantas foram monitorados mensalmente durante o periodo de 20/12/2023 a
30/09/2024, totalizando 286 dias.
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Anélise de Metilagdo da 5-mC Global do DNA

Foram coletadas uma folha por muda de Euterpe edulis em casa de vegetacéo,
antes de serem transplantadas no campo e depois de 240 dias de transplantio (8
meses). A extracdo de DNA gendmico foi realizada a partir 80 mg de folhas liofilizadas
utilizando o método de brometo de cetiltrimetilamdnio (CTAB) de Doyle e Doyle (1990),
com modificagbes (Carvalho et al., 2020; Ferreira e Grattaplaglia, 1998). O DNA
purificado foi entdo quantificado no NanoDrop®, e as amostras que apresentaram uma
razdo 260/280 nm entre 1,8 e 2,0 foram selecionadas para as etapas seguintes.

Para a determinacao do conteudo global de metilacdo, 30 ug de DNA foram
utilizados por amostra de material biolégico. O DNA foi dissolvido em 100 pL de agua
ultrapura, seguido pela adi¢cdo de 50 pL de acido perclérico (70% v/v). A mistura foi
aguecida a 100 °C durante 60 minutos. Apos o aquecimento, o pH foi ajustado para o
intervalo de 3 a 5 utilizando solucdo de KOH 1 M, e as amostras foram centrifugadas a
10.000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo, e
200 pL de agua ultrapura foram adicionados para diluir o DNA residual presente no
precipitado. As amostras foram centrifugadas novamente a 10.000 rpm por 5 minutos,
e o sobrenadante foi transferido para outro tubo, sendo entdo seco em um Concentrador
Plus Eppendorf® sob vacuo por 5 horas.

As amostras secas foram ressuspendidas em 100 pL de agua ultrapura,
centrifugadas a 10.000 rpm por 5 minutos. Ap6s a centrifugagcdo, as amostras foram
transferidas para frascos com inserts para analise em cromatografia liquida de alta
performance (HPLC), utilizando uma coluna de aco inoxidavel Zorbax Eclipse XDB-C18
(4,6 x 250 mm, particula de 5 um; Agilent, Santa Clara, EUA). A analise foi realizada em
comprimento de onda de 270 nm, com vazéao de 0,5 mL/min.

A porcentagem de 5-metilcitosina (5mC) no DNA foi calculada para determinar
a metilacdo, conforme a formula:

%5mC =[ M1y 100

(ASmL + AC)

onde AbmC é a area do pico correspondente a 5mC e AC é a éarea do pico
correspondente a citosina.

As andlises estatisticas foram executadas no software RStudio (POSIT TEAM,
2025). Cada caracteristica foi examinada de forma independente para determinar a
influéncia de diversos fatores ambientais e de manejo, assim como suas interacoes.
Foram realizadas analises de variancia (ANOVA) e Tukey utilizando-se os pacotes
OExpDet 6 (FERREI RA et al ., 2021) e O6Agr

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise de porcentagem de metilacdo global do DNA mostrou uma variacao
entre os tratamentos testado. A maior taxa de metilacdo foi observada nas plantas
submetidas ao menor nivel de sombreamento (25%) para o tratamento sem irrigacao
com valores acima de 80% de 5-mC (figura 1). Este aumento no valor de 5-mC pode
estar relacionado a uma resposta genética da planta quando submetida ao estresse
hidrico e térmico como relatado por Shilpa et al. (2024), que em seu estudo, observou
gue as plantas sob condi¢Bes de estresse hidrico apresentam niveis significativamente
maior de citosinas metiladas.
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O segundo maior valor de metilacao foi observado nas plantas com menor nivel
de sombreamento (25%) com irrigacéo. Para as porcentagens de cobertura de 50% e
75% houve variacdo tanto entre dos tratamentos, quanto dentro de cada um deles
(figura 1). Entretando, importante observar que no tratamento n&o irrigado, todos os
valores foram superiores ao tratamento irrigado, evidenciando a importancia irrigacado
para o desenvolvimento de mudas. A espécie Euterpe edulis é endémica da Mata
Atlantica que apresenta uma temperatura no periodo mais quente com valores variando
de 16,8 °C a 25,5 °C (GOTARDO et al., 2019), além disso, as mudas em crescimento
dentro das matas contam com a cobertura da grandes &rvores, que diminui
significativamente a incidéncia solar.

A metilacdo do DNA diante da condicdo que a planta foi exposta pode atuar
diretamente na regulacdo, modulacdo e expressado de genes importantes (TALARICO
et al., 2024). Esse processo desempenha um papel na capacidade da planta de adaptar
suas respostas genéticas aos estressores espécifico, de modo que possa sobreviver e
reproduzir sob condi¢cdes ambientais adversas (SHILPA et al., 2024; TALARICO et al.,
2024).

Porcentagem de 5-mC
85 -

80 +

75 +

%5-mC

70 +

65 +

018
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50% | 75% 25% 50%
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‘ 25%

Figura 1. Porcentagem de 5 -mC no DNA de mudas de Euterpe edulis plantadas sob
diferentes tipos de sombreamento e condi¢do de irrigagéo.

A andlise de variancia para metilagdo oitos meses apos o plantio indicou que o
sombreamento teve um efeito significativo na metilacdo das amostras (p = 1,83 x 10%),
enquanto os efeitos dos sistemas de irrigacéo (irrigado e néo irrigado) (p = 0,14) e da
interacdo sistema x sombreamento (p = 0,89) ndo foram significativos (Tabela 1). A
comparagdo entre o sombreamento de 50% e 25% e 75% e 25% foram significativas p
=19x10w e p = whrespettivdmenteqTabela 1). No entanto, a comparagéo
entre 0 sombreamento de 75% e 50% nao foi significativa (p = 0.36), indicando que a
metilagdo nédo difere de forma significativa entre esses dois niveis de sombreamento
(Tabela 1). Em relacéo a irrigacdo, ndo houve diferengas significativas entre irrigado e
ndo irrigado para a metilacdo (p =0,14) (Tabela 1).

De forma geral, os niveis de metilagdo encontrados neste estudo foram altos em
comparagdo com o observado em outras espécies. Isso pode indicar um nivel de
regulacéo epigenética muito forte em mudas de 3 anos de idade de E. edulis, que pode
ser uma caracteristica adaptativa da espécie a diferentes condi¢cdes ambientais. No
entanto, a reducdo da metilagdo nas mudas sob 50% e 75% de sombreamento pode
refletir uma maior plasticidade epigenética, permitindo maior flexibilidade na adaptacéo
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local. Além disso, a maior porcentagem de cobertura pode ter influenciado na diminuicédo
do extresse térmico causado pela incidéncia da luz solar sob as mudas de Euterpe
edulis.

Tabela 1. Analise de variancia das dos tratamento utilizados na germinagdo de mudas
de Euterpe edulis sob diferentes condicdes de sombreamento e irrigacéo.

FV GL SQ QM Fc p-valor
Sistema (F1) 1 367 367 22 014
Sombreamento (F2) 2 364 181,9 11,2 1,83x10*
Interacdo F1*F2 2 35 1,73 0,1 0,89
Residuo 34 5522 16,2

CONCLUSAO

Os resultados demonstraram que o sombreamento é o principal fator que
influencia a metilacdo do DNA em mudas de Euterpe edulis. A maior taxa de metilacéo,
observada sob menor sombreamento, sugere que essa € uma resposta adaptativa ao
estresse. Embora a irrigacdo néo tenha tido efeito significativo, houve uma variacédo na
metilacdo em geral indicando que pode haver uma influéncia epigenética. De modo
geral, a metilacdo é um fator que pode estar influenciando na adaptacdo de Euterpe
edulis as diferentes condicbes ambientais.
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RESUMO

Este estudo teve como objetivo caracterizar a diversidade de cafeina, trigonelina e
acidos clorogénicos em genétipos de Coffea canephora e analisar suas relacdes
guimicas. Os graos verdes de genotipos selecionados com base em produtividade e
gualidade sensorial foram submetidos a extracdo aquosa e andlise por HPLC. Os
resultados revelaram ampla variabilidade nos teores dos compostos: cafeina, trigonelina
e acidos clorogénicos. A cafeina mostrou maior estabilidade, enquanto a trigonelina e
os &cidos clorogénicos apresentaram maior sensibilidade ambiental. Correlacdes
positivas e negativas entre os metabdlitos sugerem interacdes metabdlicas complexas.
A andlise de agrupamento permitiu identificar gendtipos com perfis distintos, indicando
potencial para diferentes aplicacdes, como cafés funcionais ou com maior complexidade
sensorial. Conclui-se que a variabilidade quimica observada oferece oportunidades para
o0 melhoramento genético visando qualidade e valor agregado.

Palavras-chave: HPLC; Metabdlitos; Melhoramento genético.
INTRODUCAO

O café desempenha um papel crucial na economia mundial, sendo uma das
culturas mais produzidas e consumidas globalmente (Huded et al., 2020). O Brasil, é o
maior produtor e exportador de café e o terceiro maior consumidor mundial. (USDA,
2023). E também o segundo maior produtor de C. canephora, com cerca de 65,5% da
producédo nacional de Conilon (MAPA, 2024).

A busca por valorizar o conilon ndo apenas pela sua participacdo no volume
produzido, mas também pela possibilidade de explorar sua diversidade genética e
guimica, esta ampliando o interesse cientifico e industrial sobre a espécie, que passa a
ser vista ndo apenas como complemento ao café arabica, mas como fonte de compostos
gue podem agregar valor funcional e sensorial & bebida (Baqueta et al., 2024).

Os compostos bioativos presentes nos graos de café, como cafeina, trigonelina
e acidos clorogénicos, exercem papéis essenciais tanto na planta quanto no consumo
humano. A importancia desses compostos tem sido refor¢cada por diferentes estudos
gue evidenciam seu papel no sabor, aroma e nas propriedades funcionais da bebida
(Awwad et al., 2021; Nguyen et al., 2024).

A caracterizacdo quimica de Coffea canephora em gréos verdes é apontada
como fundamental, pois permite compreender a variabilidade genética associada a
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sintese desses compostos e possibilita a selecdo de materiais superiores para
programas de melhoramento (Francisco et al., 2024). Essa variabilidade representa néo
apenas uma oportunidade para atender as demandas do mercado consumidor, cada
vez mais voltado para produtos diferenciados, mas também para o desenvolvimento de
cafés funcionais que unam qualidade sensorial e beneficios a saude. Portanto, este
estudo tem como objetivo caracterizar os teores de cafeina, trigonelina e &cidos
clorogénicos em genoétipos de Coffea canephora e analisar as correlacbes e
variabilidade entre esses compostos bioativos.

METODOLOGIA

O experimento foi instalado em Mimoso do Sul, as mudas, plantadas em abril de
2018, seguiram um delineamento experimental de bloco aumentado de Federer, com
espacamento de 2,5 metros entre linhas e 1,0 metro entre plantas. A selecdo dos
genotipos para esta andlise levou em consideracdo critérios especificos, incluindo
producéo total da planta, pontuacéo na analise sensorial, retencdo de graos em peneiras
de tamanho 17+, origem das plantas matrizes, precocidade de maturacdo e potencial
produtivo visualizado em campo. Esses critérios garantirdo uma selecéo abrangente,
abordando diferentes aspectos de produtividade, qualidade e caracteristicas desejadas
nos genotipos.

Os frutos foram coletados, submetidos & secagem e pilados para obtencéo dos
graos analisados. Para a extracdo aquosa, 1 grama da amostra moida foram pesados
e submetidos a lixiviagdo com 20 mL de agua ultrapura a aproximadamente 100°C, sob
pressdo atmosférica e sem agitacdo. Os grdos moidos foram entdo submetidos a
filtracdo utilizando filtros de papel qualitativo (80G) com didametro de 15 cm. Este
processo foi repetido cinco vezes para garantir a efichcia da extracdo. Apos cada
extracdo, o extrato foi filtrado utilizando filtros de papel qualitativo e, em seguida, filtrado
novamente com um filtro de seringa de PTFE (0,45 um) para assegurar a pureza do
extrato. Esse procedimento seguiu a metodologia de Do Carmo et al. (2022), com
modificacBes. Apéds a filtracdo, o extrato foi preparado para analise por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC).

Para a analise de HPLC, foram utilizados padrdes de cafeina, acido clorogénico
e trigonelina. O padréo de cafeina foi adquirido da Sigma-Aldrich, com pureza de 98%,
e 0 4cido clorogénico foi obtido como acido 5-cafeoilquinico, com pureza superior a 95%.
O padréao de trigonelina foi 1-metilpiridinium-3-carboxilato monoidrato. A fase mével foi
composta por metanol, agua e acido acético, sendo a agua obtida por sistema de
purificacdo Milli-Q. As fases moveis foram filtradas e degaseificadas antes de serem
usadas.

A quantificagdo dos compostos foi realizada em um cromatégrafo Shimadzu com
coluna C18 e detector UV/Visivel. A separacao foi realizada utilizando uma fase movel
de metanol, &gua e acido acético (20:80:1), com um volume de injecdo de 20 pL, fluxo
de 1 mL/min e temperatura de 30°C. Os comprimentos de onda para deteccdo foram
328 nm para 4cidos clorogénicos, 272 nm para cafeina e 260 nm para trigonelina. A
andlise foi realizada em triplicata e a quantificacéo foi feita por padronizagdo externa
com curvas analiticas de 6 pontos, abrangendo intervalos de 10-60 pg/mL para cafeina,
1-30 pg/mL para trigonelina e 1-60 pg/mL para 5-CQA. Através dessas curvas, foram
definidos os limites de deteccédo (LOD) e os limites de quantificacdo (LOQ) para os
compostos.
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Os dados de cafeina, trigonelina e acido clorogénico foram submetidos analise
de variancia (ANOVA) para cada composto. Andlises de correlacao de Pearson foram
realizadas para avaliar as relacdes entre os teores dos diferentes metabolitos, sendo
apresentado no heatmap. Além disso, foi feito um agrupamento dos genétipos conforme
seus perfis metabdlicos. Para a andlise foi utilizado os pacotes ggplot2, dplyr e reshape2
para visualizagdo grafica dos resultados. Todas as analises foram conduzidas utilizando
o software R (R CORE TEAM, 2025).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A caracterizacdo metabdlica dos grdos de Coffea canephora revelou ampla
variacdo nos teores de cafeina, trigonelina e acidos clorogénicos entre os genétipos
avaliados, confirmando a relevancia do controle genético sobre a sintese e acumulo
desses compostos. Francisco et al. (2024), também observaram ampla variabilidade em
estudos com C. canephora da Amazénia, para 0s mesmos compostos metabélicos.

A Tabela 1 apresenta os valores médios observados, evidenciando que a cafeina
apresentou menor amplitude de variacdo (947,33 1 1831,08 mg/g) enquanto a
trigonelina (163,83 - 413,33 mg/g) e os acidos clorogénicos (797,79 1 1512,92 mg/g)
exibiram variacbes mais de trés vezes de diferenca, refletindo maior sensibilidade as
condicbes ambientais.

Tabela 1- Teores médios de cafeina, trigonelina e acido clorogénico em gendtipos de
Coffea canephora.
Gendétipo  Cafeina (mg/g) Trigonelina (mg/g) Acido Clorogénico (mg/g)

104_4 947,33 218,50 797,79
129 5 1263,25 261,17 858,27
135_3 1339,42 330,25 2863,64
1451 1831,08 413,33 1512,92
329 5 1402,50 163,83 1019,68

Entre os genotipos avaliados, 0 135_3 destacou-se pelo elevado teor de acidos
clorogénicos (2863,64 mg/g), o que caracteriza como potencial para o uso de infusdo
de cafés verdes, bebdida muito consumida em virtude do potencial antioxidante
associado a esse composto. JA 0 145 1 apresentou 0s maiores teores de cafeina
(1831,08 mg/g) e trigonelina (413,33 mg/qg), indicando potencial para contribuir com
diversos alimentos, bebidas e suplementos, além de maior complexidade aromatica
apos a torra. Em contrapartida, o genétipo 104_4 apresentou 0s menores teores de
cafeina e acidos clorogénicos, podendo ser direcionado para usos especificos ou servir
como base em estratégias de cruzamento que priorizem outras caracteristicas
agrondmicas.

A cafeina destacou-se como o biomarcador mais estavel entre os genétipos, o
gue pode ser explicado por sua funcdo adaptativa essencial na planta, atuando na
defesa contra insetos e patégenos. No entanto, evidéncias mostram que, embora
estavel durante atorra, o teor de cafeina no gréo verde é significativamente influenciado
pela interac@o entre gendtipo e ambiente de cultivo (Francisco et al., 2024), conferindo
maior conservacdo de seus niveis mesmo diante de variacdes ambientais. Esses
resultados reforcam que a cafeina tende a manter-se estavel, enquanto os acidos
clorogénicos sofrem maior influéncia do ambiente. Alguns genoétipos apresentaram
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elevados teores de trigonelina, indicando potencial para formacdo de compostos
aromaticos durante a torra. E um precursor de piridinas, substancias responsaveis por
notas aromaticas caracteristicas do café torrado, tornando-o importante para a
gualidade sensorial.

Observou-se associacdo positiva entre cafeina e trigonelina (r = 0,679),
sugerindo que parte da variacdo nesses compostos pode estar associada a rotas
metabdlicas convergentes no gréo de café (Figura 1). Em contrapartida, a correlagéo
negativa entre trigonelina e acidos clorogénicos indica uma possivel compensacgéao
metabdlica, em que o direcionamento do carbono e energia para determinada rota limita
a sintese de outra. Embora Francisco et al. (2024) tenham observado que trigonelina e
clorogénicos podem responder de forma similar aos fatores genéticos e ambientais em
alguns genotipos, a correlagdo negativa aqui encontrada revela que essa relacéo pode
ser antag6nica em determinadas populacfes, um achado relevante para programas de
melhoramento.

Correlagao

trigonelina

Metabdlito

Metabolito

Figura 1- Correlacao entre os teores de cafeina, trigonelina e acidos clorogénicos em
gendtipos de Coffea canephora.

Os &cidos clorogénicos destacam-se por suas funcdes antioxidantes, anti-
inflamatorias e de modulagdo metabdlica, o que ajuda a explicar sua maior variabilidade
entre 0s genotipos e sua relevancia para cafés funcionais (Nguyen et al., 2024).

A Figura 2 permitiu identificar grupos de gendtipos com perfis metabdlicos
semelhantes. Essa separacgdo é estratégica para direcionar materiais tanto para cafés
com maior apelo por compostos antioxidantes, associados a potenciais beneficios
funcionais, quanto para cafés especiais, ligados a complexidade aromatica derivada da
trigonelina.

Além da importancia agrondmica e sensorial, 0s compostos bioativos avaliados
apresentam relevancia funcional para a salde humana, Nguyen et al. (2024) reforgam
gue os &cidos clorogénicos exercem fungbes antioxidantes, anti-inflamatorias e de
modulacdo metabdlica. A cafeina, por sua vez, é reconhecida por seus efeitos
estimulantes e tem sido estudada como moduladora do sistema purinérgico, com
impacto na prevencgdo de doencas neurodegenerativas (Stefanello et al., 2019). J4 a
trigonelina apresenta propriedades hipoglicemiantes e neuroprotetoras, ampliando sua
importancia para além do impacto no aroma da bebida.
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Figura 2- Analise de agrupamento dos teores de cafeina, trigonelina e acidos
clorogénicos em gendtipos de Coffea canephora.

Os resultados reforcam que a selecéo de genotipos superiores deve considerar
a interacao genotipo x ambiente (G x E), pois o desempenho de um material genético é
dependente do local de cultivo (Francisco et al., 2024). Portanto, a variacdo quimica
identificada entre 0s gendtipos ndo apenas influencia a qualidade do café, mas também
sua relevancia como alimento funcional.

CONCLUSAO

A andlise quimica dos gendétipos de Coffea canephora revelou diferencas nos
compostos bioativos. O 135 3 destacou-se pelos elevados teores de &cidos
clorogénicos, associados ao potencial antioxidante. Ja o 145 1 apresentou as maiores
concentracdes de cafeina e trigonelina, indicando relevancia para bebidas com maior
efeito estimulante e complexidade aroméatica. Em contraste, o 104_4 apresentou baixos
teores dos compostos avaliados. Esses resultados evidenciam a importancia da
diversidade quimica do conilon para selec¢do de genotipos, visando qualidade sensorial,
funcionalidade e agregacgéo de valor a cadeia produtiva.
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RESUMO

Os genes da superfamilia SnRK (SNF1-related protein kinase) sao reguladores-

chave nas respostas das plantas a estresses e no metabolismo energético. Este estudo
teve como objetivo realizar a identificacdo e a caracterizacdo genémica da familia de
genes SnRK em café conilon (
Coffea canephora). Foram realizadas buscas por homologia, andlises filogenéticas,
predicdo de estruturas génicas, localizacdo subcelular e propriedades fisico-quimicas.
Foram identificados e anotados 20 genes SnRKs em C. canephora. A andlise
filogenética permitiu classificar os genes em duas subfamilias, SnRK2, com 6 genes
(30%), e SnRK3, com 14 genes (70%), nenhum gene da subfamilia SnRK1 foi
encontrado. As andlises preditivas indicaram que a maioria das proteinas SnRKs atua
no citoplasma e no cloroplasto. Este trabalho fornece a primeira caracterizacdo da
familia SNRK em café, estabelecendo uma base para futuros estudos funcionais
voltados ao melhoramento da cultura.

Palavras-chave: Estresse abio6tico; Proteinas quinases; Filogenia.
INTRODUCAO

Os genes SnRKs sao proteinas kinases que constituem importantes reguladores
nas plantas, envolvidas no reconhecimento e transmissdo de sinais ambientais
(CAKMAK et al., 2012), essas proteinas sao divididas em trés subfamilias em plantas:
SnRK1, SnRK2 e SnRK3 com base em similaridade de sequéncia e estruturas génicas
(Halford; Hey, 2009; Hrabak et al., 2003). A subfamilia ShRK1 é relativamente pequena
e esté envolvida principalmente na regulagdo metabdlica e afeta o desenvolvimento das
plantas. Em Arabidopsis thaliana, por exemplo sdo descritos trés genes para essa
subfamila (Hrabak et al., 2003) Além disso, 0 SnRK1 é semelhante ao SNF-1 de
levedura, que esta envolvido no metabolismo do carbono (Halford; Hey, 2009).

SnRK2 desempenha um papel importante na via de transducéo de sinal ABA,
estresse osmatico e no metabolismo do agucar (Hrabak et al., 2003; Huai et al., 2008).
Em A. thaliana, essa subfamilia pode ser dividida em dois grupos com base na ativagéo
ABA, um grupo composto por quinases ativadas por ABA e estresses hiperosmoticos
(SNRK2-2, SnRK2-3, SnRK2-6, ShRK2-7, e SnRK2-8) e 0 outro composto por quinases
ativadas apenas por condi¢fes hiperosmoticas (incluindo SnRK2-1, SnRK2-4, SnRK2-
5 e SnRK2-10). Esta familia de genes foi extensivamente estudada em diferentes
plantas, como arroz (Kobayashi et al., 2004) milho (Huai et al., 2008) e soja, onde foram
descritos 22 genes pertencentes a subfamilia SnRK2 (Zhao et al.,, 2017). A
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superexpressao de genes da subfamilia ShRK2 em A. thaliana, Zea mays e Nicotiana
tabacum € descrita como um fator para aumentar a tolerancia das plantas ao sal e outros
estresses principalmente por apresentares respostas tanto mediadas ou ndo por ABA
(Feng et al., 2019; Zhang et al., 2011). Estudos de expressdo génica transitoria em
protoplastos, demostrou que o0s genes pertencentes a subfamilia SnRK2s de
Arabidopsis thaliana, exceto SnRK2.9, sédo rapidamente ativados por tratamento com
diferentes osmdlitos, como sacarose, manitol, sorbitol ou NaCl, e alguns deles também
por ABA, sugerindo que essas cinases estdo envolvidas em uma resposta geral ao
estresse osmoético (Boudsocq; Barbier-Brygoo; Lauriére, 2004; Boudsocq; Lauriere,
2005).

A caracterizacdo de genes de relevancia agrondbmica em café é fundamental
para o desenvolvimento de variedades com caracteristicas desejaveis. No entanto, os
genes SnRKs responsaveis por respostas das plantas a estresses e no metabolismo
energético ainda séo pouco explorados. Neste trabalho, objetivou-se realizar a anotacao
estrutural e filogenia dos genes SnRks em coffea canephora, com foco em identificar os
candidatos envolvidos na via dos diterpenos, visando gerar conhecimento para futuros
programas de melhoramento genético.

METODOLOGIA

O genoma de referéncia de coffea canephor a foi utilizado para a identificacao
dos genes SnRKs (Denoeud et al., 2014). Proteinas SNRks de Arabidopsis thaliana
(Hrabak et al., 2003) foram usadas para realizar busca local usando BLAST (e-value 10
%), A presenca dos dominios carateristicos foi verificada utilizando o banco de dados
InterPro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/).

O tamanho da sequéncia de aminoacidos (a.a.), o ponto isoelétrico teérico (pl) e
0 peso molecular (kDa) das sequencias foram estimados pela ferramenta compute
pl/Mw no EXPASY (Artimo et al., 2012). A predicdo de localizacdo subcelular obtida no
banco de dados WoLF PSORT (http://wolfpsort.hgc.jp/) (Horton et al., 2007). Para
identificar motivos conservados das proteinas SnRKs anotadas, utilizou-se o Multiple
Expectation Maximization for Motive Elicitation (MEME)
(http://meme.sdsc.edu/meme/itro.html) (BAILEY et al., 2009), utilizandoos seguintes
parametros: numero de repeticbes = qualquer, nimero maximo de motivos = 20; e
comprimento 6timo do motivo = 6 a 100 residuos de aminoacidos. A partir das proteinas
anotadas foram identificadas as posi¢fes, 0os tamanhos e o numero de éxons e introns
de cada gene SnRK. As estruturas éxon-intron dos genes analisados usando o Gene
Structure Display Server (GSDS: http://gsds.chi.pku.edu.ch) (HU et al.,, 2015).
Posteriormente os arquivos gerados foram importados para o TBtools para visualizagédo
(Chen et al., 2020)

As sequéncias SnRKs identificadas neste estudo foram alinhadas utilizando o
programa MAFFT v. 7.4 (Katoh et al., 2002), juntamente com sequencias de A. thaliana,
Eucalyptus grandis, com os parametros blossum 62 e thread 20. Foi construido um
alinhamento de sequéncia que foram utilizados para construir a arvore filogenética no
programa IQ-TREE com o método de méxima verossimilhanca (ML) com 1000 bootstrap
(Nguyen et al., 2015) e a edicéo realizada em iTol (Letunic; Bork, 2021).

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Foram anotados 20 gemes da familia de SnRKs em Coffea canephora. Na arvore
filogenética construida dos genes SnRKs de Coffea canephora, os ortolégos de A.
thaliana, E. grandis (Figura 1), auxiliou na classificacdo dos grupos de genes da familia.
As 20 proteinas SnRKs de C. canephora foram categorizadas em trés grupos (grupos
SnRK1. SnRK3 e SnRK3), (Figura 1). O grupo que apresentou maior quantidade de
representantes foi SNRK3 com 70% (14 genes), o grupo SnRK2 apresentou 30% (6
genes), e o0 grupo SnRK1 néo teve nenhum representante em C. canephora.

Grupos

1] SNRk3
] SNRK1
B snRrk2

bootstrap
44
58
72
86
100

Figura 1. Filogenia dos genes de SnRKs de Coffea canephora. Arvore filogenética
reconstruida pelo método de maxima verossimilhanca (ML). Genes SnRKs de Coffea
canephora (marcados em vermelho), Arabidopsis thaliana, Eucalyptus grandis. Todos
0s genes SnRKs foram agrupados em trés clados, marcados com cores diferentes.

Os genes foram distribuidos quanto a sua localizacdo cromossdmica, foram
identificados cromossomos com apenas um gene (Chr03, Chr04 e ChrQ7) a seis genes
(Crh02) genes SnNRKS por cromossomo, dois genes (Cc00t19320.1, Cc00t01990.1),
foram anotados em regides ndo montadas em cromossomos pele genoma usado
(Figura 2). Os menores numeros de aminoacidos preditos nas proteinas foi de 377 na
proteina Cc02t18420.1, pertencente ao grupo SnRK2. O maior nimero de aminoacidos
(599) foi detectado no gene Cc01t15130.1 (grupo SnRK3). Pela predi¢éo da localizacéo
subcelular, 10 genes da familia de SnRK de C.canephora apresentam localizagédo
citoplasmética dois genes nucleares, um gene com localizacdo plastidial, e 7
cloroplastidial, indicando que a familia desempenha um papel importante no controle do
crescimento e desenvolvimento das plantas, principalmente no citoplasma e no
cloroplasto com aproximadamente 85% dos genes. Os pesos moleculares estimados
variaram entre 39,391 (Cc07t05710) e 55,141 (Cc01t15130.1) kDa. Os pontos
isoelétricos variaram de 4,74 (Cc07t05710.1) no grupo SnRK2 a 9,30 (Cc08t0784.1) no
grupo SnRKa3.
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Figura 2: A- Distribuicdo cromossdmica dos genes SnRKs em Coffea canephora.
Representa os nimeros dos cromossomos 01-11, ndo houve presenca de genes no
cromossomo 4, 5, 9 e 11, dessa forma foi retirado da figura.

Oito genes apresentaram numero de exons igual a um, todos os genes
pertencentes ao grupo SnRK3 e 0 gene o maior niimero foi cc10t08430.1 com 15 exons
também pertencente ao grupo SnRK3. (Figura. 3a). Na analise do MEME foram
detectados 20 motivos conservados (Figura 3b), o motivo 11 foi especifico do grupo
SnRK2 e o motivo 8 para o grupo SnRK3. Na analise no Pfam, identificou-se o motivo
1, 2, 3 e 5 foram anotados como proteina kinase e sdo comuns a todos as proteinas
anotadas. O motivo 8 presentes no grupo SnRK3 foi anotado como NAF, dominio
carateristico desse grupo.

O gene Cc02t18420.1 de C. canephora € ortologo de AtSNRK2.6, estudos
sugerem que a regulacdo negativa da atividade KAT1, necesséria para o fechamento
estomatal, provavelmente ocorre pela fosforilacdo do KAT1 Thr306 pela proteina
guinase SnRK2.6 endbgena que e ativada por estresse a seca (Sato et al., 2009). A
superexpressdo do CpSnRK2.6 Cucurbita pepo L. também ortologo de AtSnRK2.6
aumentou significativamente a tolerAncia a seca e ao estresse por sal, sua
superexpressdo também melhorou a resisténcia ao estresse modulando a atividade
antioxidante mediada por ABA, a regulacdo estomatica e a fotossintese (Xu; Wang,
2025).

Em familias de genes SnRK exibiram comprimento de gene e estruturas de éxon-
intron bastante divergentes. Alguns estudos demostraram que genes com menos
guantidade de introns apresentaram maiores niveis de expressao em plantas (Chung et
al., 2006; Jeffares; Penkett; Bahler, 2008). Uma estrutura compacta do gene, com
menos numeros de introns permite a rapida ativacdo do gene e resposta oportuna a
diversos estresses ambientais (Jeffares; Penkett; Bahler, 2008). Porém alguns estudos
em plantas com diferentes tecidos, para os genes SnRKs sugerem que os niveis de
expressao ndo apresentaram relacdo com a quantidade de éxons e introns dos mesmos
(Zhu et al., 2020).
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Figura 3: Estruturas de DNA e motivos proteicos da familia de genes SnRKs em
Coffeacanephora.a-Ex ons e 5Nj UTR/ 3Nj UTR exi bidos usando
respectivamente, linhas em pretas indicam introns, no eixo x podemos ver 0s genes

divididos em seus grupos € ho eixo y a tamanho estima em pares de base dos genes.

b- Motivos proteicos nos membros SnRKs, as caixas coloridas identificam diferentes

motivos no eixo y sdo o0s valores estiado do tamanho das proteinas.

CONCLUSAO

Neste estudo, foram identificados 20 genes da familia SnRK no genoma de
Coffea canephora, classificados nos grupos SnRK2 e SnRK3, com a auséncia de
membros do grupo SnRK1. As andlises de bioinformatica revelaram suas relagdes
filogenéticas, estruturas génicas, e indicaram uma provavel atuacdo no citoplasma e
cloroplasto. Esses resultados fornecem uma dados de uma importante familia de genes
em café e abrem caminho para estudos que visem elucidar seu papel na sinalizagéo de
estresses e no desenvolvimento da planta, com potencial aplicagdo no melhoramento
genético.
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RESUMO

O Coffea canephora (café conilon) possui grande importancia socioecondémica,

especialmente no Espirito Santo, maior produtor nacional. Apesar de historicamente
associado a baixa qualidade, avancos recentes tem impulsionaram seu reconhecimento
como café especial. Este estudo analisou a dindmica temporal e a variabilidade
interanual do perfil de compostos bioativos hidrossollveis (cafeina, acidos clorogénicos
e trigonelina) em cinco genotipos superiores de café conilon, por meio de analise de
trajetéria metabolémica (PCA), a fim de identificar padrdes de estabilidade e plasticidade
metabodlica em resposta a variagdes ambientais.
Os resultados revelaram padrbes distintos de estabilidade (gendtipo 135 3) e
plasticidade metabdlica (gendtipo 145 1), influenciados pela interacdo gendétipo X
ambiente. Compostos como cafeina mostraram maior estabilidade, enquanto acidos
clorogénicos e trigonelina exibiram variabilidade interanual. A trajetéria metabdlica
demonstrou ser uma ferramenta eficaz para identificar genétipos com potencial para
cafés especiais ou adaptabilidade a condicbes ambientais variaveis, auxiliando
programas de melhoramento genético.

Palavras-chave: Coffea canephora; compostos bioativos; melhoramento genético.
INTRODUCAO

O café é uma das bebidas mais consumidas globalmente, com grande relevancia
econdmica (Zarebska et al., 2022). Cultivado principalmente em regifes subtropicais da
Africa, Asia, Pacifico, Caribe e Américas (GIRAUDO et al., 2019; HALL, TREVISAN &
DE VOS, 2022; ICO, 2023), e o Brasil € o maior produtor e exportador, responsavel por
mais de um tergo da producdo mundial (MAPA, 2023).

A espécie Coffea canephora, alégama, com autoincompatibilidade gametofitica
e floragdo sincronizada que favorece polinizacdo cruzada. Sua variedade Conilon
destaca-se pelo porte arbustivo, ciclo precoce, folhas alongadas e maior resisténcia a
seca (OLIVEIRA et al., 2018).

O Espirito Santo é o maior produtor nacional de café conilon entregando cerca
de 70 % da producéo total do pais (VENANCIO et al, 2020). No estado cerca de 40 mil
propriedades rurais cultivam café conilon, gerando cerca de 250 mil empregos diretos e
indiretos, com uma contribuicdo de cerca de 37% do PIB agricola (INCAPER, 2023).

Por muito tempo, C. canephora foi considerado um café de qualidade inferior,
com valores de mercado mais baixos. No entanto, devido a uma maior vulnerabilidade
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de C. arabica as mudancas climaticas, o interesse por essa espécie vem aumentando,
acompanhado de significativos avangos em sua qualidade (Specialty Coffee Association
of America, 2020). O café conilon ja pode ser reconhecido como café especial pela
Specialty Coffee Association of America (SCA) (LINGLE; MENON, 2017; TEIXEIRA et
al., 2020).

Cafés especiais sdo produzidos seguindo protocolos de cultivo, selecao e
processamento, que garantem um perfil sensorial diferenciado (OGUTU et al., 2022;
VARADY etal., 2022). A qualidade Unica desses cafés, expressa em seu sabor e aroma,
esta diretamente ligada a composicéo quimica dos gréos (GIRAUDO et al., 2019; HALL,
TREVISAN & DE VOS, 2022). Apo6s a torra, compostos como cafeina, trigonelina,
acucares, lipidios e acidos clorogénicos (Souza et al., 2019) originam volateis como
alcoois, ésteres, aldeidos e furanos, que definem atributos como aroma, corpo, acidez
e docura da bebida (MALTA et al., 2021; VARADY et al., 2022).

Devido as suas caracteristicas agronémicas, como resisténcia a pragas,
tolerancia a estresse hidrico e alta produtividade, C. canephora é considerado como
uma estratégia possibilitando sua expans@o em muitas regides no mundo (FERRAO et
al, 2024).

Assim, este estudo teve como objetivo analisar a dindmica temporal e a
variabilidade interanual do perfil de compostos bioativos hidrossollveis (cafeina, acidos
clorogénicos e trigonelina) em cinco genadtipos superiores de café conilon, por meio de
analise de trajetéria metabolémica (PCA), a fim de identificar padrdes de estabilidade e
plasticidade metabdlica em resposta a variacdes ambientais.

METODOLOGIA

Foram analisados cinco genétipos de café conilon (Coffea canephora). Os
genadtipos analisados sdo provenientes de sementes coletadas em lavocuras antigas no
sul do Espirito Santo. O expericmenvto estd implantado em Mimoso do Sul i ES em
delineamento de Blocos Aumentados de Federer. Os cinco genétipos foram
selecionados a partir do resultado da avaliacao de dois anos de producdo (2022 e 2023)
com base na producao de graos por planta.

Os frutos foram coletados e, os frutos maduros (cereja) foram submetidos a
secagem em terreiro suspenso até que atingissem o teor de umidade de 12%. Apés a
secagem foi realizado o processo de pilagem e assim obtidos os grdo para analise neste
trabalho.

Os extratos foram preparados utilizando o método de percolacéo. Inicialmente,
foram selecionados 10 gramas de grdos de café, que foram submetidos a um processo
de moagem utilizando um moinho do tipo Wiley para obtencéo de um pé fino.

Para a extracdo aquosa, 5 gramas da amostra moida foram pesados e
submetidos a lixiviagdo com 10 mL de &gua ultrapura a aproximadamente 100°C, sob
pressdo atmosférica e sem agitacdo. Os grdos moidos foram entdo submetidos a
filtragem utilizando filtros de papel qualitativo (80G) com diametro de 15 cm. Este
processo foi repetido para garantir a eficacia da extragdo. Apos essas etapas, 0 extrato
resultante passou por uma filtragem adicional com filtro de seringa de PTFE de 25 mm
e 0,45 pm de porosidade para obtencéo do extrato final a ser analisado.

Foi realizada a quantificacdo por meio da Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), utilizando cromatégrafo Shimadzu equipado com coluna de fase
reversa C18 e detector UV/Visivel.
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Foi realizada a andlise de trajetéria metaboldbmica, conduzida por meio de
Andlise de Componentes Principais (PCA) dos dados normalizados de trés metabdlitos
principais (cafeina, &cido clorogénico e trigonelina). A normalizagao foi realizada pela
escala Z (subtracdo da média e diviséo pelo desvio padrédo). O PCA foi executado com
a funcdo prcomp do sottware estatistico R, extraindo-se os escores dos dois primeiros
componentes principais (PC1 e PC2).

A trajetéria temporal foi visualizada mediante grafico de dispersdo com setas
conectando as posi¢cdes dos genoétipos entre 2022 e 2023, onde o comprimento das
setas representou a magnitude da mudanca metabdlica (calculada pela distancia
euclidiana). A andlise e visualizagdo foi realizada com os pacotes ggplot2, dplyr e
ggrepel no ambiente R verséo 4.3.1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1 a trajetéria metabolémica dos gendtipos de café conilon em relacdo aos
compostos avaliados. Observa-se padrbes contrastantes de variacdo no perfil dos
compostos bioativos hidrossolUveis nos dois anos de avaliagdo. As setas conectando
0s pontos correspondentes a cada ano demonstram a direcdo e magnitude das
mudancas metabolicas, fornecendo uma visdo dindmica da plasticidade quimica dos
genatipos.

A

(A3 Magnitude
Mo BB Mudanga

-» 24
-» 26
-» 28
» 30

Ano
O 2022
/N 2023

PC2 (25.3%)

Genoétipo
& 1044
-1 » 1205
1353
& 145_1
& 3205

-2 -1 2

PCA (69.4%)
Figura 1. Analise de trajetéria metabolémica de gendétipos de Coffea canephora nos
anos agricolas de 2022 e 2023, representada no espaco dos dois primeiros
componentes principais (PC1 e PC2). As setas indicam a direcdo e magnitude das
mudancas metabolicas entre os anos.

Observa-se que o gendtipo 135 3 manteve-se mais estavel, ou seja, sua
composic¢ao variou menos ao longo tempo, principalmente em relacdo a cafeina, que
demosntra ser menos influenciada por variagbes ambientais. O genétipo 145 1
apresentou uma trajetéria mais longa o que indica que seus composctos respondem
com maior intensidade as condi¢cdes do ambiente. Os demais genpotipos apresentaram
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um comportamento intermediario mostrando um equilibrio mais acentuado entre
estabilidade e plasticicidade.

Esses padrbes mostram como o genétipo e o embiente interagem. Alguns
desses aspectos j4 foram foram documentodos em café. Francisco et al. (2024)
observaram variacdes semelhantes em hibridos intervarietais cultivados na Amazénia
Ocidental. Eles notaram que a cafeina e os &cidos clorogénicos estdo entre 0s
compostos que mais respondem as condicdes de cultivo. Mori et al (2019), destacaram
gue a composicao quimica do café conilon varia bastante em funcéo da base genética
e do ambiente, influenciando diretamente atributos de qualidade da bebida(Mori et al.,
2019).

Do ponto de vista bioldgico, a cafeina tende a se manter mais estavel, pois tem
papel importante na defesa da planta contra pragas e doencgas, ou seja, € um composto
de maior conservacao adaptativa (Atlabachew et al., 2021). Ja os acidos clorogénicos,
gue sdo compostos antioxidantes, variam mais porque estdo ligados a respostas da
planta a situagfes de estresses ambientais (Lemos et al., 2023).

A trigonelina, por sua vez, além de atuar como regulador metabdlico no gréo, €
precursora de compostos volateis formados durante a torra, como piridinas, que
contribuem para o aroma caracteristico do café. Sua instabilidade ao longo dos anos
pode ser resultado tanto de fatores ambientais quanto do estagio de maturacdo dos
frutos e efeitos ambientais quanto a maturacao fisiolégica dos frutos (Heo et al., 2020).

A analise mostra que mesmo genoétipos metabolicamente diferentes podem
acabar seguindo trajetéeias semelhantes no espaco multivariado. Isso indica que,
apesar das diferencas genéticas, alguns gendtipos compartiiham rotas metabolicas
parecidas o que faz sentido, visto que cafeina e acidos clorogénicos desempenham
papel central no metabolismo do grao.

Estudos comparativos entre C. ardbica e C. canephora mostram que C.
canephora (conilon) tende a ter teores mais altos de cafeina e melanoidinas, compostos
gue conferem maior intensidade e corpo a bebida (Clarke & Macrae, 1985; Mori et al.,
2019). Essa particularida pode ajudar a explicar por que alguns gendtipos de conilon se
aproximam quimicamente, mesmo guando colhidos em anos diferentes.

Vale destacar tambem que o deslocamento metabdlico pode revelar o quéo
adaptavel é um genétipo. Gendtipos como o0 145 1, com trajetérias mais longas, sao
mais plasticos, ou seja respondem com mais flexibilidade a variagdes ambientais. Essa
caracterisctica é desejavel em programas de melhoramento que visam a adaptagéo a
diferentes condi¢des de cultivo. Por outro lado, genétipos com menor variagdo, como 0
135_3, sdo interessantes para a producdo de cafés especiais, onde a uniformidade
guimica é desejada para manter a qualidade e o perfil sensorial constante.

E importante lembrar, como mostra o estudo de Gloess et al (2013), que a
gualidade final da bebida ndo depende apenas da genética e do ambiente mas també
de processos pos-colheita como fermentacéo e torra. Enquanto a cafeina praticamente
ndo se altera durante a torrefacéo, a trigonelina sofre reducdes significativas (VIGNOLI
et al, 2014). Por isso, variagdes na composicao inicial do grdo, como as que observamos
nas trajetérias, podem afetar diretamente o sabor e o0 aroma do café.

CONCLUSAO
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A andlise de trajetéria metaboldbmica em café conilon, revelou genoétipos estaveis
(135_3) e plasticos (145 _1), refletindo interacdes gendtipo x ambiente. Enquanto a
cafeina se menteve estavel, trigonelina e acidos clorogénicos variaram entre anos.

Essa abordagem auxilia na selecdo de materiais. Os estaveis garantem a
uniformidade em cafés especiais. Os plasticos oferecem diversidade sensorial. A
compreensdo da dinamica metabdlica amplia estratégias de melhoramento e
valorizacdo da cultura.
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RESUMO

A qualidade sensorial do café esta diretamente relacionada a qualidade dos grao crus.
Diante disso, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a estabilidade metabdlica de
compostos bioativos hidrossollveis, como cafeina, trigonelina e 4cidos clorogénicos, em
cinco gendtipos superiores de Coffea canephora cultivados no sul do Espirito Santo
durante as safras de 2022 e 2023. Os extratos foram preparados por percolacdo e
guantificados utilizando Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). A estabilidade
dos compostos foi analisada por meio do coeficiente de variacdo (CV). Os resultados
revelaram significativas variacbes na concentracdo dos metabdlitos. O genétipo 135 3
apresentou a menor variagdo para cafeina (CV = 12,57%), indicando maior estabilidade
metabodlica em comparacao aos outros gendétipos. No entanto, genétipos como 104 4 e
329 5 mostraram alta variabilidade, especialmente para trigonelina, com CVs
superiores a 120%. Esses achados demonstram a importancia da intera¢do genétipo x
ambiente na composicdo quimica dos grdos e sugerem que 0 gendtipo 135 3 é
promissor para programas de melhoramento focados na estabilidade do perfil quimico.
Os resultados demonstram a relevancia da selecéo de gendétipos estaveis para garantir
a consisténcia da qualidade do café, levando em consideragdo também a influéncia do
ambiente no metabolismo dos compostos bioativos.

Palavras-chave: Cromatografia Liquida; Metabdlitos Secundarios; Perfil qguimico.

INTRODUCAO

A espécie Coffea canephora, pertencente a familia Rubiaceae, é cultivada
predominantemente em regifes subtropicais. O Brasil lidera a producéo e exportagdo
mundial de café, respondendo por mais de um terco da produgé&o global, com destaque
para o fornecimento de café verde e industrializado (MAPA, 2023). A safra brasileira de
café alcangou 55,7 milhdes de sacas de 60 kg, das quais 18,7 milhdes sédo de C.
canephora, representando 33,6% da producdo nacional. O Espirito Santo se destaca
com cerca de 13,1 milhdes de sacas, sendo considerado o maior produtor dessa espécie
(CONAB, 2025).

Historicamente, C. canephora era considerado de qualidade inferior, o que
resultava em precos baixos no mercado. No entanto, com o aumento das mudancas
climéaticas e a menor resisténcia do C. arabica, o cultivo do C. canephora tem ganhado
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crescente interesse, aliado ao aprimoramento da qualidade do produto (Specialty Coffee
Association of America, 2020). Atualmente, a variedade C. canephora pode ser
classificada como café especial pela Specialty Coffee Association of America (SCA)
(Lingle e Menon, 2017; Teixeira et al., 2020). Os cafés especiais sdo aqueles cultivados,
selecionados e processados de acordo com padrbes rigorosos, o0 que reflete
diretamente no perfil sensorial da bebida (Ogutu et al., 2022). Apés a torra, 0s atributos
sensoriais, como aroma, sabor, corpo, acidez e dogura, tornam-se decisivos para a
preferéncia do consumidor, a classificagdo do produto e sua precificacdo (Agnoletti et
al., 2022).

A qualidade sensorial do café esta intimamente ligada a composicao quimica
dos gréos crus, que sao compostos principalmente por carboidratos, proteinas, lipidios,
aminoacidos, peptideos, acidos organicos, alcaloides e fendlicos (Giraudo et al., 2019;
Hall, Trevisan & De Vos, 2022). E esses compostos se transformam durante o processo
de torra, liberando volateis como alcoois, acidos, ésteres, aldeidos, cetonas e furanos,
contribuindo para o aroma e sabor caracteristicos da bebida, além de outros atributos
sensoriais importantes (Varady et al., 2022). No café torrado, sdo detectados mais de
1000 compostos volateis, com suas concentracdes variando conforme parametros de
torra, tempo de armazenamento e condi¢cdes de embalagem (Hall, Trevisan & De Vos,
2022). Os principais metabdlitos que influenciam a qualidade e o sabor do café séo
cafeina, trigonelina, aglcares, lipidios e acidos clorogénicos (Souza et al., 2019).
Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar a estabilidade metabdlica dos teores
de cafeina, trigonelina e acidos clorogénicos em cinco genétipos superiores de Coffea
canephora, oriundos de uma lavoura de origem seminal do Sul do Espirito Santo, nas
safras de 2022 e 2023, utilizando Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

METODOLOGIA

Para a extracdo aquosa, foi utilizado 1 grama da amostra moida submetida a
lixiviagdo com 20 mL de Agua ultrapura a aproximadamente 100°C, sob pressao
atmosférica e sem agitacdo. Os grdos moidos foram entdo submetidos a filtracédo
utilizando filtros de papel qualitativo (80G) com didmetro de 15 cm. Este processo foi
repetido cinco vezes para garantir a eficacia da extragdo. Apos cada extracdo, o extrato
foi filtrado utilizando filtros de papel qualitativo e, em seguida, repetiu-se o procedimento
com um filtro de seringa de PTFE (0,45 um) para assegurar a pureza do extrato
seguindo o protocolo de Do Carmo et al. (2022), com modificagdes. Apos a filtragem, o
extrato foi preparado para analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC).

Para a analise de HPLC, foram utilizados padrdes de cafeina, acido clorogénico
e trigonelina. O padréo de cafeina foi adquirido da Sigma-Aldrich, com pureza de 98%,
e 0 acido clorogénico foi obtido como acido 5-cafeoilquinico, com pureza superior a 95%.
O padréao de trigonelina foi 1-metilpiridinium-3-carboxilato monoidrato. A fase mével foi
composta por metanol, agua e acido acético, sendo a agua obtida por sistema de
purificacdo Milli-Q. As fases moveis foram filtradas e degaseificadas antes de serem
usadas.

A quantificacdo dos compostos foi realizada em um cromatégrafo Shimadzu com
coluna C18 e detector UV/Visivel. A separacao foi realizada utilizando uma fase movel
de metanol, &gua e &cido acético (20:80:1), com um volume de injecdo de 20 pL, fluxo
de 1 mL/min e temperatura de 30°C. Os comprimentos de onda para detec¢&o foram
328 nm para &cidos clorogénicos, 272 nm para cafeina e 260 nm para trigonelina. A
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andlise foi realizada em triplicata e a quantificacéo foi feita por padronizacéo externa
com curvas analiticas de 6 pontos, abrangendo intervalos de 10-60 pg/mL para cafeina,
1-30 pg/mL para trigonelina e 1-60 pg/mL para 5-CQA. Através dessas curvas, foram
definidos os limites de deteccdo (LOD) e os limites de quantificacdo (LOQ) para os
compostos.

A andlise estatistica foi realizada utilizando o coeficiente de variacdo (CV) para
cada metabdlito (cafeina, trigonelina e acido clorogénico) nos diferentes genétipos para
0s anos de 2022 e 2023. O CV foi calculado pela formula CV = (desvio padrao/média)
x 100, proporcionando uma medida relativa de variabilidade. Os dados foram analisados
utilizando os pacotes dplyr e ggplot2 no software R (R Core Team, 2024).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os acidos clorogénicos (ACGs), compostos fendlicos do café, impactam
diretamente a acidez e o amargor da bebida (Toci et al., 2006). A trigonelina, durante a
torra, se degrada, liberando aromas de graos torrados, caramelo e chocolate, além de
equilibrar o sabor amargo e doce, sendo um importante marcador sensorial do café
(Farah et al., 2006). A cafeina, conhecida por suas propriedades estimulantes, assim
como os acidos clorogénicos, atua contribuindo para o amargor do café. Sua
concentracao varia conforme a variedade e aumenta com a torra, impactando o corpo
da bebida e associando-se a sensacao de vigor buscada pelos consumidores (Souza et
al., 2018).

A caracterizacdo metabdlica por CLAE, demonstraram diferencas significativas
entre 0s cinco gendtipos avaliados para os compostos bioativos hidrossollveis
avaliados (Tabela 1). Essas diferencas refletem o efeito do controle genético sobre a
sintese e acumulo de metabdlitos em C. canephora, como ja relatado em estudos
anteriores que demonstram ampla variabilidade quimica entre genétipos de café
(Atlabachew et al., 2021; Lemos et al., 2022).

Tabela 1. Coeficiente de Variacao (%) dos metabdlitos cafeina, trigonelina e acido
clorogénico
avaliados para os cinco genotipos de Coffea Canephora

Genétipo Cafeina Trigonelina AC'qO.
Clorogénico
135 3 12,57 50,21 55,05
104 4 16,67 127,83 118,46
145 1 20,59 36,84 123,90
329 5 29,90 125,31 116,63
129 5 49,62 106,04 65,04

A anadlise de estabilidade, baseada no coeficiente de variagdo (CV), evidenciou
diferencas significativas entre 0s genoétipos, destacando variagdes importantes na
consisténcia dos compostos bioativos. O gendtipo 135 3 destacou-se pela menor
variagdo na concentracdo de cafeina (CV = 12,57%), evidenciando maior estabilidade
metabdlica.No entanto, gendtipos como 104 4 e 329 5 apresentaram elevada
instabilidade para trigonelina, com CVs superiores a 120% (Figura 1). Esse resultado €
consistente com estudos que relatam que a cafeina tende a ser mais estavel frente as
variagbes ambientais, enquanto os &cidos clorogénicos e a trigonelina sdo mais
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sensiveis a fatores externos (Rocha et al.,, 2023). A identificacdo de gendtipos
metabolicamente estaveis € relevante para programas de melhoramento, pois assegura
consisténcia do perfil quimico em diferentes condi¢des de cultivo (Lemos et al., 2022).

N
o
o

Coeficiente de Variagao (%)
w
o

Y 9
o 7/ 7/ X/ 7/
o WP & S g

Genotipo

. Acido Clorogénico D Cafeina . Trigonelina

A influéncia da interacao geno6tipo x ambiente também foi evidente, uma vez que
a variacdo entre os anos agricolas afetou especialmente os teores de acidos
clorogénicos. Francisco et al. (2024) observaram comportamento semelhante em
hibridos intervarietais de C. canephora cultivados na Amazonia Ocidental. De acordo
com os autores a cafeina e acidos clorogénicos apresentaram forte interacdo genética
e ambiental, reforcando a importancia de considerar multiplos anos e ambientes na
avaliacdo de estabilidade, os gendtipos apresentaram forte interacdo genética e
ambiental, reforcando a importancia de considerar multiplos anos e ambientes na
avaliacdo de estabilidade. Além disso, os genoétipos apresentaram bom perfil de
compostos bioativos, mas os teores de trigonelina, cafeina e &cidos clorogénicos
variaram entre os genétipos de acordo com o local de cultivo (Francisco et al., 2024) .

Essas variacBes podem ser explicadas pela funcao distinta dos metabdlitos. A
cafeina, além de conferir o amargor caracteristico da bebida, desempenha um papel
defensivo na planta contra insetos e outros estresses biéticos, sendo mais conservada
sob diferentes condi¢gbes ambientais (Wale et al., 2024). A trigonelina, precursora de
compostos aromaticos formados durante a torra, também se mostrou instavel,
possivelmente devido a sua suscetibilidade a fatores de cultivo e maturagéo (Heo et al.,
2020).

Nos ensaios funcionais descritos na literatura, compostos como &cidos
clorogénicos e cafeina tém sido associados a atividades antioxidante e anti-inflamatoria
(Jeevitha & Kumar, 2025; Jeszka-Skowron; Stanisz & Pefa, 2016). No entanto, a
auséncia de correlacdo direta entre os teores desses metabdlitos e a bioatividade
sugere que outros compostos, ou ainda efeitos sinérgicos, podem contribuir para a
resposta observada (Lemos et al., 2022; Atlabachew et al., 2021). Esse aspecto reforca
a necessidade de considerar a complexidade do metaboloma do café, e ndo apenas
compostos isolados, para explicar suas propriedades funcionais.

78



| CONGRESSO REGIONAL DE
BIOTECNOLOGIA VEGETAL
Estratégias cientificas e inovadoras
para a agricultura e meio ambiente 06 a 08 de outubro

Abordagens émicas e bioinformatica em biotecnologia vegetal

CONCLUSAO

Os resultados evidenciaram ampla variabilidade no perfil de compostos bioativos
hidrossoluveis entre genoétipos de Coffea canephora e influéncia significativa dos anos
agricolas, especialmente sobre os acidos clorogénicos. O genétipo 135_3 destacou-se
pela maior estabilidade na concentracéo de cafeina, configurando-se como promissor
para programas de melhoramento voltados a uniformidade da qualidade quimica. Esses
achados reforcam a importancia da selecao de materiais geneticamente estaveis, sem
negligenciar a contribuicdo do ambiente na expressdo metabdlica.
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Solo Rico, Planta Forte: difusédo de tecnologias
agricolas sustentaveis para pequenos produtores no
municipio de Campos dos Goytacazes i RJ

Marcela Rezende Cordeiro, Sara Nallia de Oliveira Costa, Jodo Pedro Campos Matos,
Juliana Dias Cardoso, Rayane Ormindo Miguel, Felipe Cruz Paula, Anténio Elison da
Silva, Marcos Paulo da Conceigdo Moura da Silva, Aline Lemos Ferreira, Gabriela
Azevedo Alves Souza, Leticia Cespom Passos, Leticia Oliveira da Rocha, Fabio Lopes
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A extensdo universitaria desempenha papel central na democratizacdo do
conhecimento cientifico, aproximando academia e comunidade por meio de acfes
educativas, formativas e de impacto social. No campo agricola, essa aproximacao
possibilita a difusdo de tecnologias sustentaveis e acessiveis que contribuem para a
seguranca alimentar, a conservagdo ambiental e o fortalecimento da agricultura familiar.
Nesse cenario, 0 uso de bioinsumos se destaca como alternativa ao modelo
convencional, reduzindo a dependéncia de insumos quimicos e seus efeitos negativos
sobre a salde humana e 0 meio ambiente. Nesse sentido, 0 pr oj et o de
Ri co, Pl anta Forteo, desenvolvido pela
Darcy Ribeiro, visa difundir o conhecimento sobre bioinoculantes e promover a
capacitacdo de agricultores familiares de Campos dos Goytacazes (RJ) quanto ao seu
uso. Foram aplicados questionarios diagnésticos junto a 47 produtores, revelando
predominancia da fruticultura e horticultura, mas baixo conhecimento sobre bioinsumos
(23%). Apesar do uso frequente de insumos quimicos, h& interesse crescente em
praticas agroecologicas. As acdes de extensdo incluiram elaboracdo de materiais
educativos, oficinas, feiras, visitas técnicas e implantacao de areas experimentais com
aplicacdo de biofertilizantes em feijdo, permitindo comparagbes entre manejo
convencional e biolégico. Tais atividades possibilitaram o dialogo direto entre
estudantes, pesquisadores e agricultores, valorizando os saberes locais e fortalecendo
a producao participativa. Os resultados evidenciam que a extensao universitaria € um
caminho para sensibilizar, capacitar e engajar produtores na ado¢do de tecnologias
sustentaveis. A integracdo entre ciéncia e pratica agricola reforca o papel da
universidade como agente transformador em prol da agricultura sustentavel.

Palavras-chave: Bioinsumos; Seguranca Alimentar; Meio Ambiente

Agradecimentos: FAPERJ, UENF
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Laise Trugilio Moreira Marinho?, Maria Cristina Gaglianone?, Anna Lvovna Okorokova
Facanha®, Samara Linhares Pereira!, Eduarda Ramos Contilho?, Lorran Yvez
Machado de Sousa®, Natalia Borges de Melo?, Karen Castilho Emilio?, Mateus Santana
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O conceito de Uma Sé Saude (Saude Unica) evidencia a interdependéncia entre satde
humana, animal e ambiental, sendo essencial diante de desafios como mudancas
climéticas, perda de biodiversidade e resisténcia antimicrobiana. Inserida nesse
contexto, a UENF, por meio dos Programas de Pd4s-Graduacdo em Biotecnologia
Vegetal (PPGBV), Biociéncias e Biotecnologia (PPGBB) e Ecologia e Recursos Naturais
(PPGERN), desenvolve projetos de extensdo que integram ciéncia, educacdo e
sociedade. Nesse &@pnCéacatea@xtensdo: Acdes integtativasiem
ecol ogia e bi otecnologia para uma s-
divulgacao cientifica em escolas publicas. Em 2025, as atividades foram realizadas no
CIEP 057 Nilo Pecanha e no CIEP 463 Jodo Borges Barreto, ambos em Campos dos
Goytacazes (RJ), reunindo 24 discentes da pds-graduacao, respectivamente. Nessas
edicdes, foram promovidas oficinas de compostagem, hortas ecolégicas,
demonstra¢cBes de microbiologia, palestras sobre biodiversidade, conservacdo da Mata
Atlantica, papel dos polinizadores e aplicacbes da biotecnologia ha preservacao de
espécies ameacadas. As atividades ocorreram em formato interativo, estimulando a
participacdo ativa dos estudantes e aproximando conceitos cientificos do cotidiano
escolar. Os resultados demonstram impacto positivo na consciéncia socioambiental de
alunos do ensino basico, quanto na formacdo académica dos pés-graduandos, que
desenvolvem competéncias em comunicacéo, lideranca e engajamento social. Conclui-
se gque a integragdo entre pos-graduacgao e extensao fortalece o papel transformador da
universidade, ao contribuir para a construgdo de comunidades mais conscientes e
resilientes frente aos desafios socioambientais contemporaneos.

Palavras-chave: Satde Unica, Educacdo ambiental, Sustentabilidade
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Estagio Interno Complementar: capacitacao em
Biotecnologia Vegetal na Uerj
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Silva Cordeiro, Deisellane da Silva Dias, Claudia Simdes-Gurgel, Hannah Kelly Ross
Ribeiro, Cecilia Azevedo de Souza, Lidiane Rangel de Sales, Norma Albarello

A Universidade do Estado do Rio de Janeiro, na esfera da Pro-reitoria de Graduacao,
possui um departamento de estagios e Bolsas, o Cetreina, responsavel pela oferta de
atividades discentes visando a complementacao da formacao académico-profissional e
ao desenvolvimento de conhecimentos teéricos e praticos. Dentre as modalidades de
estagios oferecidos pelo Cetreina, exclusivamente aos alunos da Uerj, destaca-se o
Programa de Estagio Interno Complementar (EIC), que compreende as atividades
técnico-profissionais realizadas pelo estudante, no ambito de projeto relacionado a sua
area de graduacao, para desenvolver habilidades e receber uma contribuicao efetiva na
sua formacdo profissional. O Laboratério de Biotecnologia de Plantas (Labplan/Uerj)
possui cinco projetos aprovados com bolsas EIC, coordenados por docentes e técnicos
do laboratério. As propostas visam treinar os alunos dos Cursos de Biologia e de
Farméacia nas técnicas de Biotecnologia Vegetal, com énfase na producdo e
conservacdo de plantas e substancias de espécies medicinais. Sado eles:
Micropropagacao de Plantas Medicinais; Producéo e avaliacao de plantas e metabdlitos
de interesse medicinal obtidos in vivo e in vitro; Criopreservacéo de culturas in vitro de
espécies vegetais com potencial medicinal; Monitoramento de materiais biotecnolégicos
de plantas apds cultivo in vitro e criopreservacdo; Horto Botanico da UERJ: integrando
educacao, ciéncia e empreendedorismo. Neste Ultimo, também estd prevista a
aclimatizacdo das espécies produzidas no Labplan. Os projetos tém apresentado
resultados positivos com as espécies selecionadas e no atendimento de varias etapas
dos projetos de pesquisa do grupo, permitindo o reconhecimento do desempenho
discente pela concesséo continua das bolsas e de premiacdes. Além disso, apds o
periodo de estagio, os alunos EIC estdo aptos a desenvolver projetos de Iniciagdo
Cientifica e muitos dao prosseguimento aos estudos com a entrada na pés-graduacao.

Palavras-chave: Criopreservacao; Micropropagacgédo; Plantas Medicinais.
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As acles extensionistas desempenham um papel fundamental na democratizacdo do
conhecimento, aproximando a universidade do publico em geral e promovendo a
educacao cientifica. A Verde in Vitro (ViV) é uma iniciativa do projeto de extensao
ifA-»es dexodiwuligava- «o no setor de produ-«o
Laboratério de Biotecnologia de Plantas (Labplan/Uerj) e ao Horto Botanico da Uerj, e
visa a aplicacdo do conhecimento da area de Biotecnologia Vegetal para a producéo de
plantas cultivadas in vitro, associando o valor ornamental e de outros setores
econdmicos a divulgacao cientifica. A proposta se insere nos objetivos da Bioeconomia,
gue concilia a economia inovadora com o uso sustentavel dos recursos bioldgicos para
fins comerciais. Por outro lado, retine ciéncia, educacao e inovacao, contribuindo para
a reducdo da distancia entre o saber académico e a sociedade, despertando o interesse
pela conservagdo e uso consciente da biodiversidade vegetal. As atividades ocorrem
por meio da divulgacdo de temas nas areas de producdo vegetal, educacdo e meio
ambiente, tanto pelas redes sociais (@labplan.uerj), quanto por distribuicdo do material
produzido biotecnologicamente em eventos cientificos, escolas, atividades da prépria
instituicAo e feiras, como a Rio Innovation Week. S&o preparadas plantas,
principalmente bromélias, cultivadas em meio sélido, e em recipientes de diferentes
tamanhos, incluindo pequenos frascos usados como pingentes. O material vegetal
produzido in vitro possui informac@es cientificas em etiquetas sobre a sua importancia
e seu status de conservacdo. As atividades propostas demandam dos estagiarios a
pesquisa de conteldo nas &reas de biotecnologia vegetal, producdo e conservacao
vegetal, inserindo-os t amb®m em ati vi dadae sciden cfipaodp.ulAariinztae
com a comunidade interna e externa tem permitido consolidar a formag&o técnico-
cientifica dos estudantes, o aumento do conhecimento e o espirito de equipe.

Agradecimentos: FAPERJ; Depext/Uer]
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RESUMO

A biotecnologia é uma area essencial das Ciéncias Bioldgicas, com grande impacto na
ciéncia e tecnologia do Brasil. Seu potencial vai além do desenvolvimento sustentavel,
abrangendo setores como inddstria alimenticia, farmacéutica e agricultura. No entanto,
seu conhecimento ainda é bastante restrito aos ambientes académicos. Dessa forma, a
percepcdo sobre o impacto das diferentes areas de aplicacdes das biotecnologias em
nosso cotidiano ainda € muito restrita do publico leigo. Mesmo nos ambientes escolares
dos seguimentos do Ensino Fundamental e Médio, essa percep¢do € precaria em
escolas da rede publica. Nesse sentido, o projeto de extensdo busca reduzir essa
barreira por meio da aproximacao entre pesquisadores e agentes do Ensino Basico. A
metodologia inclui palestras/oficinas para alunos do Ensino Fundamental Il e Médio. Os
temas que serdo abordados incluem Biotecnologia Vegetal e Engenharia genética. O
projeto busca evidenciar as aplicagfes praticas da biotecnologia presentes no cotidiano
dos laboratdrios universitarios. Espera-se que a iniciativa fortaleca a cultura cientifica
por meio do esclarecimento de duvidas e combate a desinformacédo. Além disso,
pretende-se estimular o pensamento critico e destacar o papel da biotecnologia na
promocao do desenvolvimento sustentavel, reforcando sua relevancia para atingirmos
as metas dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS).

Palavras-chave: Biotecnhologia, Ensino Fundamental, Ensino Médio, Cultura Cientifica,
Sustentabilidade

INTRODUCAO

A Biotecnologia consolidou-se como um dos campos mais estratégicos das
Ciéncias Bioldgicas, desempenhando papel essencial na promocdo de inovagdes
cientificas e tecnoldgicas aplicadas a saude, agricultura, indistria e meio ambiente
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(Silveira; Borges; Buainain, 2005). No Brasil, pais detentor de uma das maiores
biodiversidades do planeta, a Biotecnologia apresenta um potencial singular para o
desenvolvimento sustentavel, associando a exploragéo racional dos recursos naturais a
geracdo de produtos e processos inovadores (Brasil, 2020).

Entre os diversos ramos, a Biotecnologia Vegetal ocupa uma posicdo de
destaque, especialmente diante da crescente necessidade de adaptacdo agricola as
mudancas climaticas, da demanda por aumento de produtividade e da busca por
alternativas ambientalmente menos impactantes (Machado et al., 2022). Técnicas como
cultura de tecidos, micropropagacao, engenharia genética e edicdo génica vém sendo
aplicadas para a obtencao de plantas mais resistentes a estresses biéticos e abioticos,
além da produgdo de metabdlitos secundarios de interesse econdmico (Gagliard et al.,
2018). Esses avancos contribuem ndo apenas para a seguranca alimentar, mas também
para setores como a farmacologia, a cosmetologia e a bioenergia.

Apesar do potencial transformador, a Biotecnologia ainda é pouco compreendida
pela sociedade em geral e, muitas vezes, cercada por mitos ou informagdes distorcidas,
sobretudo quando se trata da engenharia genética (Pinheiro; Pantoja; Salmito
Vanderley, 2017). A aproximacdo entre universidade e escolas pode estimular o
interesse de estudantes pela ciéncia, ao mesmo tempo em que fornece a professores
ferramentas para enriquecer o ensino de Biologia com contelddos praticos e
contextualizados (Gagliard et al., 2018).

Nesse contexto, a propria natureza das atividades relacionadas a Biotecnologia
nos diferentes aspectos das sociedades contemporaneas, possui intrinsicamente, um
carater de interdisciplinaridade e interprofissionalidade e necessita da integracédo entre
de diferentes setores da academia e produtivo para melhor aproveitamento do potencial
para beneficiar a sociedade como um todo. Dessa forma, divulgar conhecimento e
promover a cultura cientifica (Xavier, 2012; Fonseca & Oliveira, 2015) entre diferentes
segmentos do ensino fundamental e médio pode estimular o interesse na qualificacédo
profissional, utilizando a formacdo académica qualificada como uma base para
aperfeicoamento técnico, seja na propria academia ou em setores produtivos que
requerem conhecimento especializado.

A proposta se ancora na perspectiva de que o ensino de Biotecnologia, quando
associado a praticas laboratoriais e ao dialogo com a realidade dos alunos, contribui
para a inclusdo social e para a formacéo de cidad&os criticos, conscientes e preparados
para lidar com os desafios socioambientais contemporaneos (Machado et al., 2022;
Pinheiro; Pantoj a; Salmito Vanderl ey, 2017) . D
Escol a: ensinando e desmistificandoo, desenvol
Vegetal (NUPEM/UFRJ-Macaé), tem como objetivos (i) aproximar o conhecimento
cientifico especializado dos agentes da educacédo bésica em Macaé e regido; (i) utilizar
0s conhecimentos de Biotecnologia (vegetal, animal e microbiana) para estimular o
debate sobre a importancia do conhecimento cientifico no desenvolvimento sustentavel
das sociedades contemporaneas; (iii) promover a discussao sobre a importancia dos
Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel da Agenda 2030 (ODS 2030) e como a
Biotecnologia pode contribuir nesse processo; (iv) promover a educacao tecnoldgica,
econdmica e ambiental, baseados em conhecimento cientifico.

METODOLOGIA
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Nosso publico pensado para o projeto de extensao Biotecnologia na escola:
divulgacdo cientifica para enfrentar as mudangas climaticas compreende as esferas
Municipal, Estadual e Federal. Todos que fazem parte do universo das unidades
escolares do Municipio de Macaé parceiras do projeto e que tenham interesse em
conhecimento relacionado com Biotecnologia, sdo bem-vindos. Mais especificamente,
teremos como principal foco para divulgacdo, Professores (Ensino Fundamental e do
Ensino Médio) e alunos (Ensino Fundamental Il e do Ensino Médio) de escolas parceiras
do projeto. Nosso universo aproximado de alunos que podem ter acesso indireto as
informagdes do projeto compreende de aproximadamente 4.200 alunos. Desse total,
cerca de aproximadamente 700 alunos estdo dentro do publico planejado para receber
de forma direta as informacdes repassadas através do projeto. NOs pretendemos
estimular a troca de conhecimento entre os alunos para ampliar o alcance do projeto.

Nosso projeto conta com parcerias de escolas do Ensino Fundamental e Médio
de do Municipio de Macaé: Colégio Municipal Elza Ibrahim (CNPJ: 10.420.037/0001-
22); Colégio Estadual 1° de Maio (CNPJ: 01.117.890/0001-89); Colégio de Aplicacao
de Macaé (CNPJ: 16.986.691/0001-84); Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e
Tecnologia Fluminense - Campus Macaé (CNPJ: 10.779.511/0005-30).

Nossa estratégia principal consiste em apresentacdes tematicas/expositivas
para escolas parceiras do projeto no Municipio de Macaé ou em visitas ao Laboratério
de Biotecnologia Vegetal (NUPEM/CCS/UFRJ).

Sempre que possivel, faremos reunifes preparatérias com os professores de
Biologia, Quimica, Fisica e Matematica para tentar alinhar as apresentacfes com
conteludo ministrados por estes professores.

Apresentacdes nas escolas parceiras do projeto

1) Apresentacdes introdutdrias sobre Biotecnologia, enfatizando marcos histéricos e
aplicacdes contemporaneas. Abordaremos temas relacionados com Biotecnologia
(vegetal, animal e microbiana) enfatizando exemplos de suas respectivas aplicacoes.
Daremos énfases aos temas relacionados com produc¢éo de alimentos, salde e meio
ambiente/sustentabilidade.

2) Apresentacdes expositivas sobre biotecnologia vegetal, com apoio de material
previamente preparado no Laboratério de Biotecnologia Vegetal. Por exemplo: cultura
de tecidos vegetais (calos de Arabidopsis thaliana), e germinag&o in vitro.

3) Apresentacdes introdutorias sobre engenharia genética e algumas de suas
aplicacgdes principalmente na area da saude. Utilizaremos. material didatico previamente
preparado pelos docentes e alunos participantes do projeto. Também utilizaremos
modelos plasticos que simulam a estrutura da molécula de RNA, DNA e proteina para
introduzir a ideia de manipulagédo do DNA.

Curso teo6rico/pratico no Laboratério de Biotecnologia Vegetal

Quando possivel ministraremos cursos de curta duragdo (tedrico/pratico) para
professores da rede municipal e regido no Laboratério de Biotecnologia Vegetal
(NUPEM/CCS/UFRJ-Macag€). Faremos apresentagcfes expositivas no Laboratério com
diferentes temas:

a) Nocdes de biosseguranca em laboratérios;
b) Preparo de meio de cultura;
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¢) Preparacdo de amostras para cultivo in vitro de plantas;
d) Extracéo e analise de DNA.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante os meses de maio e junho de 2025, foram realizadas atividades em duas
escolas do municipio de Macaé, totalizando trés eventos presenciais. Nos dias 15 e 28
de maio, foram realizadas visitas ao Colégio Municipal Elza Ibrahim com o objetivo de
promover atividades de extensao voltadas a divulgacdo cientifica. A programacao
incluiu uma palestra sobre Biotecnologia Vegetal, ministrada pelo Prof. Dr. Marco
Antbnio Lopes Cruz, seguida de uma oficina expositiva conduzida pelas extensionistas
Paula Guimardes e Gabriela Pimentel. As agbes envolveram a participagdo de 195
estudantes do 6° ao 9° ano do Ensino Fundamental II.

Na palestra, foi discutido a importancia do estudo das plantas como ferramenta
fundamental para a compreenséo dos processos hiolégicos, ecoldgicos e tecnoldgicos
gue envolvem o ambiente natural e as praticas agricolas. Além de abordar o papel das
plantas na producéo de alimentos, na conservacao ambiental e no desenvolvimento de
solucBes sustentaveis. Também foi apresentado conceitos como micropropagacao de
plantas, biofabrica vegetal e aplicacdes dessas tecnologias, assim como o papel das
plantas no equilibrio ambiental e os impactos das mudancas climaticas. Posteriormente,
0s estudantes tiveram a oportunidade de observar e manusear germinacoes in vitro de
Feijdo, Sorgo e Arabidopsis thaliana, por meio de tubos de ensaio contendo os
respectivos cultivos vegetais. Esses materiais foram previamente preparados pela aluna
extensionista Paula, no Laborat6rio de Biotecnologia Vegetal do NUPEM/UFRJ, com o
intuito de compor a oficina expositiva.

No dia 5 de junho, a mesma dindmica, palestra seguida de oficina expositiva foi
replicada no Colégio Estadual 1° de Maio, desta vez direcionada as turmas do 3° ano
do Ensino Médio. Além de abordar os mesmos tépicos, a linguagem utilizada foi
adaptada ao nivel dos estudantes, enquanto nas turmas do Ensino Fundamental Il a
comunicacao foi mais acessivel e com termos populares, no Ensino Médio foi possivel
utilizar uma abordagem mais técnica. Ao final da atividade, as extensionistas incluiram
orientacdes e incentivos para a realizagdo da prova do ENEM e ingresso ao Ensino
Superior, com 0 objetivo de ampliar as perspectivas académicas dos discentes e
fomentar o interesse pela continuidade da formacgao educacional.

Em ambas as escolas, foi possivel observar um elevado nivel de curiosidade e
participacdo por parte dos estudantes. Demonstraram interesse ativo ao formular
perguntas, manusear 0s cultivos e expressar entusiasmo diante das técnicas
laboratoriais aplicadas ao desenvolvimento vegetal. A combinacdo entre exposi¢do
tedrica e atividade pratica revelou-se especialmente eficaz para aproxima-los dos
conceitos de biotecnologia vegetal. Enquanto a palestra ofereceu os fundamentos
cientificos necessarios, a oficina permitiu a manipulacéo direta dos cultivos, tornando os
processos menos abstratos e facilitando a compreensdo de técnicas como a
micropropagacao.

A escolha de espécies vegetais familiares, como Feijdo (Phaseolus vulgaris) e
Sorgo (Sorghum bicolor), contribuiu para a identificacdo dos alunos com os organismos
estudados. Por outro lado, a introducéo da Arabidopsis thaliana possibilitou o contato
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com o conceito de planta-modelo, amplamente utilizada em pesquisas cientificas. Essa
abordagem pedagogica, ao articular elementos de familiaridade com aspectos de
inovagdo, promoveu uma visao integrada entre aplicagdes praticas do cotidiano e os
avancos do estudo cientifico.

CONCLUSAO

Durante as acdes nas escolas Elza Ibrahim (Fundamental I1l) e 1° de Maio
(Ensino Médio) os alunos demostraram bastante interesse na Biotecnologia. Também
observamos curiosidade durante 0 manuseio dos tubos de cultivo in vitro de feijao e
Arabidopsis thaliana. Além disso, no curso de curta duracédo para o Centro de Formacgéao
Professora Carolina Garcia os participantes demostraram interesse em atualizar e
aprofundar seus conhecimentos em Biotecnologia. Nossos resultados mostram que o
ensino de Biotecnologia é ainda escasso na educacdo basica. Dessa forma, é
imperativo mais acdes para prover professores e alunos dessa importante area de
conhecimento das Ciéncias Biologicas.

AGENCIAS DE FOMENTO: PROFAEX- Programa Institucional de Fomento Unico de
Acdes de Extensdo (UFR).
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Purificacdo e caracterizacao de peptideos
antimicrobianos de frutos imaturos de Capsicum
annuum com atividade antifungica contra levedura do
género Candida.

Laura Irene Ferreira Alves, Larissa Maximiano Resende, Lorran Yves Machado,
Valdirene Moreira Gomes

O aumento da resisténcia aos antifungicos tem se tornado uma grande ameaca a saude
global. Assim, os peptideos antimicrobianos (AMPS) vegetais surgem como alternativas
terapéuticas. O objetivo do trabalho foi purificar e caracterizar AMPs de frutos imaturos
da pimenta Capsicum annuum UENF 1381 e avaliar as propriedades antimicrobianas
na inibicdo do crescimento de leveduras do género Candida. Para a obtencéo dos frutos,
sementes de pimenta foram germinadas e, apds quinze dias, quando apresentaram dois
pares de folhas definitivas, as mudas foram transplantadas para vasos e cultivadas em
casa de vegetacdo. Os frutos foram colhidos 30 dias ap0s a antese e submetidos ao
processo de extracao que seleciona peptideos com carga liquida positiva e baixa massa
molecular. O extrato apresentou proteinas com massa molecular entre 6,5 e 14 kDa em
SDS-Page. Sequencialmente, a atividade antifingica do extrato foi avaliada contra
Candida albicans e Candida buinensis nas concentracdes de 25-200 pg/pL. O extrato
promoveu inibicdo do crescimento fungico com reducéo de 80% para C. albicans e 84%
para C. buinensis na maior concentracdo testada. Na etapa seguinte, o extrato foi
submetido a cromatografia de fase reversa em coluna C18 para a separacdo dos
peptideos, resultando em cinco fracdes denominadas F1 a F5. A fracdo F1 apresentou
atividade antifingica, com 35% de inibicdo em C. albicans e 34% em C. buinensis, na
concentracdo de 200 pg/uL. Adicionalmente, foi observada permeabilizacdo da
membrana em C. buinensis. As préximas etapas envolvem a caracterizacao da fracédo
F1 e a analise do modo de acéo sobre as leveduras.

Palavras-chave: Peptideos antimicrobianos de plantas, Candida albicans, Candida
buinensis, Capsicum annuum.

Agradecimentos: UENF, CNPq, CAPES e FAPERJ.
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Efeitos do metil jasmonato na producéao de polifendis e
atividades antioxidante e anti-inflamatoria em calos de
Coffea canephora

Antonio Domingos de Souza Junior, Rayanne Gama Matos, lana Soares Pessoa;
Victor Paulo Mesquita Aragdo; Marcio Fronza

O café conilon Coffea canephora Pierre ex A. Froehner possui compostos bioativos com
acao antioxidante e anti-inflamatéria, promovendo beneficios a sadde que despertaram
o interesse farmacoldgico do género nas ultimas décadas. A cultura de tecidos vegetais
in vitro surge como uma alternativa em relacéo a producéo tradicional para a obtencéo
desses compostos bioativos de interesse, permitindo a biossintese em ambiente com
condicdes controladas, assépticas e em larga escala. O presente estudo investigou o
efeito do metil jasmonato (MeJa) como elicitor na producdo in vitro de compostos
bioativos, assim como nas atividades antioxidante e anti-inflamatoria em extratos de
calos de C. canephora, nas concentra¢cfes de 0, 100, 200 e 400 uM no 1° e 4° estagio
de subcultivo. O teor de proteinas totais foi determinado utilizando o método de
Bradford, enquanto compostos fendlicos e flavonoides foram determinados com os
métodos de Folin-Ciocalteau e Polifendis, respectivamente. Para determinar a atividade
antioxidante nos extratos, foram utilizados os ensaios quimicos colorimétricos de
eliminacao de radicais livres ABTS e DPPH. Para avaliar o efeito anti-inflamatorio, foram
avaliadas a reducéio na producéo do radical do anion superéxido (O 2 - de 6xido nitrico
(NO), e das citocinas (TNF- U, -1le LL-6) em cultura de macréfagos estimulados com
LPS. Os resultados demonstraram que o tratamento com 100 uM de MeJa no 1°
subcultivo promoveu o maior acimulo de polifendis, com maior atividade antioxidante e
inibicdo significativa dos mediadores inflamatérios O F Ao, NO U, TNéL-6. A
resposta celular com o tratamento do elicitor no 4° subcultivo foi reduzida, o que pode
indicar um impacto na senescéncia da biossintese metabodlica. Os resultados
demonstram que tanto o nimero de subcultivos quanto a concentragdo do elicitor MeJa
séo fatores que influenciam na otimizagéo da producéo de extratos bioativos a partir de
calos de C. canephora. Os achados reforgam o potencial do cultivo in vitro na obtencgéo
e no desenvolvimento de produtos, com destaque para aplicagdes voltadas ao controle
de processos inflamatoérios e combate ao estresse oxidativo.

Palavras-chave: café, tecidos vegetais, elicitor, metil jasmonato
Agradecimentos: Os autores agradecem a Fundagdo de Amparo a Pesquisa do

Espirito Santo (FAPES) e ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico (CNPQ).

94



| CONGRESSO REGIONAL DE
BIOTECNOLOGIA VEGETAL
Estratégias cientificas e inovadoras
para a agricultura e meio ambiente 06 a 08 de outubro

Bioprospecc¢do, biofarmacos, biomateriais e nanobiotecnologia

Bioprospeccao de bactérias endofiticas de Cattleya
lobata com potencial para bioinsumos agricolas
sustentaveis

Rafaella Ribeiro Rodrigues, Eduardo de Matos Nogueira

A busca por alternativas biotecnoldgicas que reduzam a dependéncia de insumos
guimicos na agricultura tem despertado crescente interesse, especialmente no contexto
da sustentabilidade e da producdo orgénica. Nesse cenario, as bactérias endofiticas
destacam-se por seus multiplos mecanismos de promocdo de crescimento vegetal,
como a producéo de fitormonios, a solubilizagcdo de nutrientes e a tolerancia a estresses
ambientais. O presente trabalho teve como objetivo isolar e caracterizar bactérias
endofiticas associadas a Cattleya lobata, espécie de orquidea brasileira criticamente
ameacada, a fim de avaliar seu potencial como bioinsumos agricolas. Amostras de raiz
e parte aérea foram desinfetadas superficialmente, maceradas em condicdes estéreis e
cultivadas em meio sélido Circle Grow, sendo posteriormente mantidas em meio liquido
CG e preservadas em glicerol 20% a -20 °C. Os isolados foram avaliados quanto a
producao de 4cido indolacético, fixacdo biolégica de nitrogénio, solubilizacéo de fosfato
e resisténcia a estresses abidticos. Foram obtidos 24 isolados, com diversidade
morfologica, dos quais diferentes cepas apresentaram mdultiplos mecanismos de
promocao de crescimento. Esses resultados reforcam o potencial dessas bactérias
como fonte de biofertilizantes e biomoléculas de interesse agricola, oferecendo
alternativas viaveis para reduzir o uso de fertilizantes quimicos e contribuir para uma
agricultura mais sustentavel. Além disso, os achados ampliam as perspectivas de
aplicacdo de microrganismos endofiticos no desenvolvimento de tecnologias verdes
voltadas para a biotecnologia vegetal

Palavras-chave: bioprospeccéo; bactérias endofiticas; Cattleya lobata; bioinsumos;
biotecnologia vegetal.
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Peptideos antimicrobianos de plantas do género
Phaseolus: Isolamento, caracterizacéo e atividade
antifungica sobre leveduras
Maria Clara Menezes dos Santos, Layrana de Azevedo dos Santos, Thayna Amanda

Melo de Souza, Thamara Figueiredo Menezes, Rosana Rodrigues, Valdirene Moreira
Gomes.

Peptideos antimicrobianos (AMPs) sdo moléculas do sistema imune, que atuam na
defesa contra patdgenos, incluindo bactérias, virus, parasitas e fungos. Dentre os AMPs
vegetais, destacam-se as defensinas que exercem diversas funcbes, como a inibicdo
de sintes e p r o tamilages, protedses e canais idnicos, além da permeabilizacéo
de membranas celulares de patégenos. O trabalho objetivou isolar, purificar e
caracterizar peptideos antimicrobianos, especialmente da familia das defensinas
presentes em sementes de feijdes do género Phaseolus, e avaliar suas atividades
inibitdrias sobre o crescimento de leveduras do género Candida e sobre enzimas das
fam2lias ser i n-amiase sliva demas. Irdcialnibnte, realizou-se a
extracdo proteica de sementes de uma variedade local de feijado do género Phaseolus,
resultando na obtencdo de um extrato total. Esse extrato foi submetido a cromatografia
de troca ibnica em coluna de DEAE-Sepharose, com eluicdo por gradiente de NaCl para
separacao das fracdes proteicas (D1 e D2), com posterior quantificacdo e analise do
perfil proteico por eletroforese em gel SDS-PAGE/TRICINA. As fracdes também foram
avaliadas em ensaios antifingicos sobre as leveduras Candida tropicalis, Candida
albicans, Candida parapsilosis. Os resultados mostraram que a fracdo D1 contém
bandas de baixa massa molecular, caracteristico das defensinas, porém observou-se
gue a fracdo D2 teve maior atividade inibitéria sobre as leveduras C. albicans e C.
tropicalis, com inibicdes de 53% e 58%, respectivamente, na concentracdo de 200
e g / fnNessa mesma concentracdo, ainda foi visto que a fracdo D2 inibiu 98% da
atividade da enzi maamiaseisgiwi horaanaeDessd fasmaj esseU
estudo visa caracterizar peptideos antimicrobianos, especialmente defensinas de
sementes de Phaseolus, e avaliar seu potencial biotecnologico na inibigdo de leveduras
do género Candida e na modulagdo enzimética, além de investigar seus mecanismos
de acao, contribuindo para o controle de doencas fungicas.

Palavras-chave: AMPs de Plantas; Defensinas; Phaseolus; Candida.
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Estudo fitoquimico dos galhos de Quararibea
floribunda (Malvaceae)

Anderson Ferreira da Silva Bento, Thalya Soares Ribeiro Nogueira, Kethleen Duarte
Crespo Soares, Renata Rodrigues da Silva Robaina, Carlos Daniel Miranda Ferreira,
Raimundo Braz Filho, Ivo José Curcino Vieira

Quararibea floribunda € uma das treze espécies do género que estao presentes em
territério brasileiro (Cerrado e Mata Atlantica). Com base no levantamento bibliografico,
realizado nas principais bases de periddicos, verificou-se que a espécie nao possui
estudos. No entanto, flavonoides, cumarinas, alcaloides, lignanas, glicosideos
cardiotdnicos, esteroides, terpenos e polissacarideos sdo exemplos de classes de
metabdlitos secundarios que podem ser encontrados em espécies da familia
Malvaceae. O presente trabalho teve por objetivo realizar o estudo fitoquimico dos
galhos de Q. floribunda. O material vegetal foi coletado no Parque Estadual da Pedra
Branca, Jacarepagua-RJ. Uma exsicata foi depositada no Herbéario do Jardim Botanico
do RJ sob nimero de RB 875016. Posteriormente, galhos foram triturados em moinho
de martelos e submetido a maceracdo exaustiva com solvente organico hexano. A
solucéo, obtida apés filtracao simples, foi concentrada em evaporador rotativo. O extrato
hexénico obtido foi submetido a etapa de fracionamento cromatografico afim de se
purificar substancias, na qual foram empregas técnicas cromatograficas classicas. Para
a identificacdo da substancia, foi realizada cromatografia em camada delgada analitica
(CCDA) de modo a comparar fator de retencéo (Fr) e perfil cromatogréafico da amostra
com padrao disponivel no laboratério. O estudo fitoquimico possibilitou o isolamento e
identificacdo de b-sitosterol. A amostra e o padréo apresentaram valor de Fg igual a 0,5
e mesmo perfil cromatografico. O b-sitosterol possui importantes atividades bioldgicas
relatadas, como antinflamatéria, antioxidante, anticancer (cancer de préstata e mama,
por exemplo), antifingica (Alternaria alternata, Aspergillus niger, Cladosporium
cladosporioides e Phytophthora sp., por exemplo). O presente trabalho tem como
perspectiva futura dar continuidade ao estudo fitoquimico, bem como realizar ensaios
bioldgicos dos extratos, desta e outras substancias que venham a ser purificadas, de
modo a explorar o potencial quimico e biotecnoldgico da espécie.

Palavras-chave: Malvaceae, Quararibea, fitosterais.
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Bioprospeccao de 16 Extratos de Aspidosperma:
Potencial Antiproliferativo em células HeLa

Carolina Sa Ribeiro, Ketlheen Duarte Crespo Soares, Thalya Soares Ribeiro Nogueira,
Kai que Gon-alves de Souza, Vin2zcius D6Cvila B
Rheder Facundes, Ivo José Curcino Vieira

O céancer cervical é o quarto tipo mais comum entre mulheres e importante causa de
morbimortalidade em jovens. O maior desafio terapéutico é alcancar eficacia com baixa

toxicidade. Nesse contexto, compostos do metabolismo secundario de plantas se

destacam por apresentarem menos efeitos adversos que quimioterapicos

convencionais. A familia Apocynaceae, com cerca de 4600 espécies, engloba o género

Aspidosperma, cujas atividades bioldgicas estéo relacionadas a presenca de alcaloides

inddlicos. Nesta perspectiva, o objetivo foi avaliar a atividade antiproliferativa de 16

extratos metandlicos de espécies de Aspidosperma em células HelLa. Foram utilizadas

sementes adquiridas comercialmente (Caicara Ltda.), além de cascas, galhos, folhas e

frutos coletados na Reserva Natural Vale (Linhares, ES). Os materiais foram triturados

em moinho de facas e martelos, submetidos a extracao exaustiva com metanol e o

extrato concentrado em rotaevaporador. A atividade antiproliferativa foi avaliada frente

as células da linhagem Hela por ensaio colorimétrico MTT, empregando DMSO como

controle negativo e doxorrubicina como controle positivo. Os extratos apresentaram as

seguintes concentracdes inibitérias (ICso): A. polyneuron ( sement e s: 5,1 eg/ m
subincanum( sement es: B.prydlum@d and g a: 7 1A ddsmanghinmlL ) |,
(casca: 86, 0 ¢eg/ mL; Afspruchaaumm: ( c@bd,c@ : ¢ B/9ML2) ,e g/ mL)
parvifolum( cas ca: 7 6A dkcobrd /smlment es: 72,6 e€g/ mL; casc
e A.cylindrocarpon( c as c a: > 13kdundo gsckritétios de Idrayanto et al. (2021),

0S extratos apresentaram baixa atividade antiproliferativa. Entretanto, devido ao perfil

de baixa citotoxicidade, podem ser considerados candidatos promissores para futuras

investigacdes farmacoldgicas, incluindo estudos antivirais.

Palavras-chave: Apocynaceae, Aspidosperma, Potencial Antiproliferativo
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Potencial antifungico de Trichilia elegans (Meliaceae)
nainibicdo do crescimento de leveduras do género
Candida

Marcela Rezende Cordeiro, Saulo Pireda, Nicolly Lopes Bautz, Larissa Maximiano
Resende, Valdirene Moreira Gomes, Ivo José Curcino Vieira e Maura Da Cunha.

A resisténcia aos antifingicos representa uma ameaca crescente a saude publica,
comprometendo a eficacia dos tratamentos convencionais e exigindo alternativas
terapéuticas. Leveduras do género Candida sdo especialmente relevantes, por
causarem infeccbes que variam de superficiais a sistémicas, frequentemente
associadas a alta mortalidade e dificuldade de diagndstico. Diante desse cenario,
substancias naturais tém sido estudadas como potenciais agentes antimicrobianos. A
Mata Atlantica, por sua rica biodiversidade, abriga espécies vegetais com propriedades
bioativas, como Trichilia elegans (Meliaceae). Folhas dessa espécie foram coletadas
na Estacédo Ecoldgica Estadual de Guaxindiba (RJ), secas, trituradas e submetidas a
maceracédo a frio com metanol. O extrato obtido foi testado frente a seis espécies de
Candida: C. albicans, C. buinensis, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis.
As cepas f or am cporl24 h, inoauthdas emameid Iquidd Quantificadas
em c©mara de Neubauer (10 c®l ul as/ mL)
h de incubacédo, a atividade antifingica foi avaliada por leitura de absorbancia. Foi
observada inibicdo dos crescimentos nas leveduras C. albicans (30%), C. buinensis
(30%), C. krusei (31%), C. parapsilosis (33%) e C. tropicalis (41%). Nas andlises
histoquimicas, cortes foliares a mao livre foram submetidos a reagentes especificos
(Cloreto Férrico, Lugol, NADI, Wagner, Sudan 1V, Vermelho de Ruténio e Xylidine),
evidenciando fendlicos, terpenos, alcaloides, proteinas, lipidios, pectinas e amido em
estruturas secretoras como tricomas glandulares e idioblastos. Esses achados
reforcam o potencial biotecnologico da espécie como fonte promissora de substancias
naturais com aplicagdo terapéutica no combate a infec¢fes fungicas resistentes.

Palavras-chave: Antifungico natural; Metabdlitos secundarios; Resisténcia
microbiana.
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Bioprospeccao de microrganismos de frutos de
cafeeiro, capazes de influenciar a qualidade sensorial
da bebida

Thatiana Aparecida Xavier Borges, Nicolas da Costa Ribeiro, Walaci da Silva Santos,
Gongalo Apolinario de Souza Filho

O café, segunda bebida mais consumida no mundo apés a agua, tem papel estratégico

na economia de paises produtores como o Brasil, maior produtor mundial e segundo

mai or consumidor . Com a ascens«o da Aterceira
experiéncias sensoriais e praticas sustentaveis, alinhadas aos Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS). Nesse contexto, a microbiota dos frutos do

cafeeiro tem ganhado destaque por sua atuacdo na fermentacdo e influéncia na
gualidade sensorial da bebida. Este estudo teve como objetivo isolar, identificar e
caracterizar microrganismos de frutos de café visando sua aplicacdo em fermentacdes
controladas. As amostras foram coletadas em regifes produtoras de café especial: no

Rio de Janeiro (Natividade, Bom Jesus do Itabapoana e Varre-Sai), Espirito Santo
(Muribeca, em Séo José do Calcado), Minas Gerais (Chapada Diamantina e Espera

Feliz) e Bahia (Vitéria da Conquista). Foram isoladas 96 cepas de leveduras (YEPD), 72

bactérias (DYGS) e 19 fungos filamentosos, todos preservados em glicerola-8 0 AC; o's
fungos também pelo método de Castellani. As bactérias foram identificadas por
sequenciamento do gene 16S rRNA, e as leveduras pela regido ITS. Realizaram-se

ensaios de tolerancia a estresses abidticos, avaliando a viabilidade das cepas em
temperaturas de 8 AC, 20 AcCc, 30 Ac, 35 AcC, 40
fontes de carbono como glicose, frutose, manose, sacarose e pectina. Cepas
promissoras foram aplicadas em fermentagbes controladas e avaliadas quanto a
parametros fisico-quimicos e sensoriais conforme protocolos da Specialty Coffee
Association (SCA). Os resultados apontam o potencial biotecnologico dessas cepas

para diversificacdo sensorial e valorizagdo do café especial brasileiro.

Palavras-chave: Biotecnologia; Café; Qualidade Sensorial
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Caracterizacao e expressao heterdloga de terpeno
sintases de Artemisia vulgaris em Saccharomyces
cerevisiae

Ana Clara Silva Lopes March Frota de Souza, Kerolayne Rodrigues, Diogo Maciel
Duarte da Mota, Ana Eliza Zeraik, Felipe Astolpho de Almeida

A Artemisia vulgaris (L.) € uma espécie da familia Asteraceae amplamente utilizada na
medicina tradicional e reconhecida pelo potencial farmacol6gico de seus metabdlitos
secundarios, como os terpenoides, compostos com propriedades antioxidantes, anti-
inflamatdrias e antimicrobianas. Apesar da relevancia etnobotanica, o conhecimento
sobre as enzimas responsaveis por sua biossintese, as terpeno sintases (TPS),
permanece limitado nessa espécie, em contraste ao que se observa para A. annua.
Neste estudo, foi conduzida uma abordagem bioinformatica utilizando dados genémicos
crus de A. vulgaris, submetidos a filtragem de qualidade, alinhamento e montagem, com
0 objetivo de investigar a presenca de sequéncias homoélogas aos CDS de TPS
previamente descritos em A. annua. Foram identificados contigs candidatos que
servirdo como base para o desenho de primers especificos, possibilitando a validagéo
experimental futura desses genes. Os proximos passos incluem a clonagem e
expressao heterdloga das sequéncias de interesse em Saccharomyces cerevisiae,
seguidas por andlises funcionais nesse sistema microbiano. Desta forma, os resultados
obtidos representam um passo inicial na caracteriza¢ao genética de TPS em A. vulgaris,
fornecendo subsidios para a exploracdo biotecnolégica de seus terpenoides e
ampliando as perspectivas de aplicacdo farmacolégica e industrial desses compostos.

Palavras-chave: Artemisia vulgaris; terpeno sintases; expressao heteréloga
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Bioprospeccao de leveduras antagonistas como
alternativa de controle biolégico de fungos
fillamentosos em cafe

Nicolas da Costa Ribeiro; Thatiana Aparecida Xavier Borges; Walaci da Silva Santos;
Gongalo Apolinario de Souza Filho

O café é a segunda bebida mais consumida no mundo e representa um dos principais
produtos agricolas de relevancia econémica, social e cultural. No Brasil, maior produtor
e exportador mundial, seu cultivo teve inicio no estado do Rio de Janeiro e,
posteriormente, expandiu-se para Minas Gerais, Espirito Santo e Sao Paulo. A elevada
demanda mundial por qualidade colocou em destaque praticas que assegurem
gualidade sensorial da bebida, mas também a sua seguranca alimentar, especialmente
nos processos de secagem e armazenamento, os grdos de café estdo sujeitos a
contaminacéo por fungos filamentosos. Além das alteracdes sensoriais negativas, esses
microrganismos podem produzir metabdlitos secundarios toxicos, como a ocratoxina A.
Tais riscos reforcam a necessidade de estratégias inovadoras e sustentaveis de controle
microbioldgico que minimizem perdas econémicas e garantam a integridade do produto.
Nesse contexto, microrganismos com capacidade de antagonismo contra fungos
surgem como uma alternativa promissora. Este estudo tem como objetivo avaliar
leveduras previamente isoladas de frutos de cafeeiro provenientes de diferentes regides
do Brasil quanto a sua capacidade antifingica. Dentre 84 isolados, foram selecionadas
oito leveduras com atividade fungistatica, atualmente em processo de identificacdo
molecular por meio da amplificacdo da regido ITS por PCR. Esse procedimento sera
estendido a todos os isolados da colecao, buscando a caracterizacao taxonémica em
nivel de espécie. Em continuidade, pretende-se analisar a levedura mais promissora por
abordagens protedmicas, visando identificar proteinas associadas ao antagonismo e
ampliar a compreensao dos mecanismos moleculares envolvidos. Espera-se, ao final
do estudo, identificar e caracterizar microrganismos capazes de contribuir para o
controle biolégico de fungos filamentosos em café, servindo de base para o
desenvolvimento de um produto biotecnolégico aplicavel a cafeicultura.

Palavras-chave: Biotecnologia; Café; Antagonismo
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RESUMO

No Brasil, o Aedes aegypti é o principal vetor de arboviroses como dengue, Zika e
chikungunya. A dengue se destaca como grave problema de salde publica devido ao
aumento constante de casos. Embora existam vacinas e tratamentos disponiveis para
alguns arbovirus, o controle vetorial permanece como a estratégia mais eficaz e
amplamente aplicavel para a prevencdo da transmissdo. Nesse contexto, 0 presente
estudo teve como objetivo isolar e identificar compostos com potencial larvicida do
extrato metanolico dos frutos de M. azedarach, frente a larvas de terceiro instar de A.
aegypti. O material vegetal foi coletado em Campos dos Goytacazesi RJ, seco, triturado
e submetido a maceracédo a frio com metanol. O extrato bruto, obtido por evaporacéo
sob pressao reduzida e fracionado por parti¢éo liquido-liquido (CHFCIF, AcOEt, BUOH e
HFO). Técnicas cromatogréficas foram empregadas para o fracionamento bioguiado da
particdo diclorometano levando ao isolamento e caracterizagdo por RMN e HRMS do
protolimonoide Melianodiol (LC4% €le 49,6 ppm) que induziu alteragdes morfolégicas nas
larvas, incluindo danos a cuticula, formacéo de vacuolos e geracdo de ROS no intestino
médio, evidenciando a M. azedarach como fonte promissora de compostos larvicidas
naturais, com potencial aplicagdo em novas formulagfes para controle de A. aegypti.

Palavras-chave: Melianodiol; Atividade Larvicida; Aedes aegypti; RMN.
INTRODUCAO

O Aedes aegypti € um mosquito antropofilico envolvido na transmissao de
diversas arboviroses, como Dengue, Chikungunya, Febre Amarela e Zika virus (Brasil,
2025). Conforme o boletim epidemiol6gico emitido pelo Ministério da Saude, observou-
se um aumento exponencial, ao longo dos anos, no numero de casos dessas
arboviroses no Brasil, essa tendéncia tem resultado em epidemias recorrentes e
impactos significativos na mortalidade (Brasil, 2025).

Segundo informacdes da Organizagdo mundial da saude (OMS), de janeiro a
setembro de 2025, houve o registro de aproximadamente 1,6 milhdes de casos de
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Dengue em toda a regido do Brasil. Dentre esses casos, 1.639 resultaram em ébitos e
outros 323 estdo em investigagdo (Brasil, 2025).

Atualmente o controle da transmissdo dessas arboviroses, envolve métodos
mecanicos, biolégicos, ambientais, quimicos, além de genéticos (Who, 2023). No
entanto, a principal forma de combate ocorre nos habitats de seus estagios imaturos,
com a utilizagcdo de inseticidas organoclorados, organofosforados, carbamatos e
piretroides sintéticos (Who, 2023).

Nesta perspectiva, o0 uso de inseticidas organossintéticos, vem se mostrando
ineficiente para a regulacdo de vetores como o A. aegypti devido ao desenvolvimento
de resisténcia dos mosquitos aos inseticidas utilizados regularmente (Who, 2023).

A crescente incidéncia de resisténcia nas populacdes de mosquitos, juntamente
com a toxicidade a organismos benéficos presentes no meio ambiente, intensifica a
necessidade de busca por novos larvicidas e inseticidas, além de estudos mais
aprofundados no que se refere a pesticidas de ocorréncia natural (Omena, 2007).

Nessa perspectiva, de acordo com Aradjo e colaboradores (2009) sao diversos
os fatores que viabilizam a utilizacéo de plantas medicinais na area da saude. As plantas
da familia Meliaceae apresentam constituintes quimicos que pertencem a diferentes
classes de compostos orgéanicos, podendo ser encontrados: esteroides, alcaloides,
flavonoides, antraquinonas e limonoides (Araujo et al., 2009; Jaoko et al., 2020).

De acordo com Ntalli e colaboradores (2010), a espécie M. azedarach
(Meliaceae) apresenta atividades medicinais e inseticidas, atribuidas a classe dos
limonoides. Com isso, 0 presente trabalho teve como intuito trazer contribuicdes
fitoguimicas e biolégicas do extrato metandlico do fruto de M. azedarach frente a larvas
de terceiro instar de Aedes aegypti.

METODOLOGIA

Obtencédo dos Materiais Biolégicos

Os frutos de M. Azedarach foram coletados no municipio de Campos dos
Goytacazes i RJ, latitude: -21.752062 e longitude: -041.346334 em 05 de marco de
2022. As larvas de terceiro instar de Aedes aegypti da cepa Rockefeller foram mantidas
entre 207 30 OC e alimentadas com ragéo para peixe no insetario do LBT/CBB-UENF.

Estudo Fitoquimico

Os frutos de M. Azedarach (1000g) foram extraidos com metanol (MAF; 2809).
Parte do extrato (40g) foi suspensa em H>O:MeOH (3:1) e particionada com CH2Cl;,
EtOAc, e n-ButOH. A fracdo CH:Cl. (MAFD; 16,63g) foi fracionada em coluna
cromatografica com silica gel utilizando um gradiente polar de CH2Cl.:MeOH, obtendo
9 fracbes (MAFD1-MAFD9). A fracdo MAFD6 (0,940g) foi novamente fracionada
utilizando as mesmas fases estacionaria e movel obtendo 10 subfracbes (MAFD6.1-
MAFD6.10). MAFD6.3 (0,168g) foi fracionada utilizando silica gel como fase
estacionaria e um gradiente de hexano:EtOAc, resultando em 5 subfraces
(MAFD6.3.1-MAFD6.3.5). MAFD6.3.4 foi identificada como substancia isolada
(Melianodiol T 0,015g). A identificacéo foi feita por RMN e HRESI. Os espectros de RMN
foram adquiridos em Bruker Ascend 500 (CDCIf, TMS) e os de HRESI em micrOTOF-
Q Il (modo positivo).
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Ensaio de atividade larvicida

O ensaio larvicida seguiu as diretrizes estabelecidas pela OMS (Who, 2005),
através de colaboracao com o Laboratério de Biotecnologia (LBT) e o Laboratério de
Quimica e Funcao de Proteinas e Peptideos (LQFPP), do CBB-UENF. A partir de uma
solucéo estoque inicial da substancia isolada (5 mg/ml) em DMSO a 3 %, preparou-se
diferentes concentragdes (12.5, 25, 50, 75 e 100 ppm). Utilizou-se 5 larvas de terceiro
instar de A. Aegypti por concentragdo em triplicata totalizando 15 larvas por ensaio. O
controle negativo foi feito com DMSO 3%. As larvas foram incubadas em estufa por 24h
a 28°C. Apos esse periodo a mortalidade foi analisada mediante a movimentacao larval.
A analise estatistica dos dados e o LCs, foram obtidos usando o programa Graph Pad
Prism 6.

Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

As Larvas de terceiro instar de A. aegypti foram tratadas com a concentracao do
LCso para substancia isolada e as larvas de controle negativo com agua ultrapura com
3% de DMSO por 24 horas. As larvas foram fixadas, poés-fixadas e desidratadas para
analise ultraestrutural. Em seguida, o material foi embebido em resina epoxi (Epon
Leica). Obteve-se cortes ultrafinos (70 nm) em ultramicro6tomo (Reichert Ultracuts, Leica)
e coletado em grades de cobre (300 mesh). Os cortes foram contrastados com citrato
de chumbo 5% e acetato de uranila 1% e observados em TEM (JEOL 1400, EUA; 80
kV)

Analise de inducédo de estresse oxidativo (ROS)

As larvas foram tratadas com uma solucédo contendo DTT 10 mM (Edwards &
Jacobs-Lor en a, 2000) , 8gar 0, 03% e gentamicina 50
aolC&Por 24 h. O -diacetatcade diclorofuéresdeina (10 mM, Sigma
D6883) foi adicionado em seguida por 2h. Apés lavagem, as larvas foram transferidas
para pocos com agua. A marcacdo da fluorescéncia foi observada por microscopia
(Axioplan-Carl Zeiss) e quantificada utilizado o software Zen 2.3 (Blue Edition).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Figura 1. Proposta estrutural do Melianodiol (MAFD6.3.4).
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O Melianodiol foi obtido do extrato metandlico dos frutos de M. azedarach, na
fracdo MAFD6.3.4 da particdo em diclorometano (Figura 1). A estrutura foi elucidada por
RMN (83C-DEPTQ, H-1H COSY, H-'H NOESY, HSQC, HMBC) e espectrometria de
massas de alta resolucdo. O espectro 3C-DEPTQ exibiu 30 sinais: 7 metilicos (CHs), 8
metilénicos (CH), 8 metinicos (CH) e 7 quaternarios, caracterizando um esqueleto
tirucalanico tetraciclico tetraciclico (Vieira, 1995). Correlagcées HMBC confirmaram a
presenca de carbonila em C-3 e insaturacéo entre C-7 e C-8. O carbono hemicetal C-
2 1 ¢ 07p9) correlacionoucomH-21 w6 i22), sugerindo hidroxila U

A andlise dos espectros de RMN H revelaram a presenca do grupo carbonila no
atomo de carbono C-3, através do deslocamento quimico e da multiplicidade do
hidrogénio H-22 em dy2.77 (dt, J= 5.5 e 14.6 Hz)

A presenca do grupo carbonila ligado ao atomo de carbono C-3 pode ser
confirmada pelas correlagdes homonucleares a longa distancia 2JCH entre o carbono
C-3 em 216.49 com o hidrogénio H-2a em dy 2.77 e a 3JCH com dois grupos metila em
dn 1.05 (CHs-28) e 1.13 (CH3-29), apresentadas no mapa de correlagdo heteronuclear
HMBC.

No espectro de RMN *C-DEPTQ, pode-se observar os sinais dc 146.67 (C-8) e
118.18 (CH-7), que sugerem a ocorréncia de uma insaturacao entre esses dois atomos
de carbono, confirmada pela correlacdo a longa distancia 23JCH entre o atomo de
carbono C-8 (dc 146.67) com os hidrogénios do grupo metila (CH3-30) em du 1.06.

O deslocamento quimico em dc 97.69, relativo a um atomo de carbono hemicetal
na posicao C-21 do anel de 5 membros do triterpeno, correlaciona com um dupleto largo
em dy 5.22 (J= 2.2 Hz) relativo ao hidrogénio hemicetalico H-21 apresentado no HMQC.
O espectro de RMN *C-DEPTQ confirma que o grupo hidroxilico em C-21 encontra-se
U-posicionado. Outros carbonos oxigenados foram verificados em dc 78.7 (C-23), 75.32
(C-24), e 73.37 (C-25), possibilitando a proposta para cadeia lateral.

A presenca de um grupo hidroxila no carbono C-25 apresentado, pode ser
confirmado pela correlagdo a longa distancia 2JCH entre o atomo de carbono de C-25
em dc 73.37, com os hidrogénios dos dois grupos metila em dy 1.30 (3H-26) e em 1.28
(3H-27).

O espectro de massas de alta resolucdo (LC-MS/MS) (Figura 2) mostrou um
sinal em m/z=511.3286 correspondente ao pico [M+Na]*. Baseado nos dados de RMN
e de massas foi proposta a formula molecular C3H1s0s comprovando assim a proposta
estrutural para o Melianodiol.
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Figura 2. Espectro de massas de alta resolucéo para o Melianodiol.

Diante disso, conduzimos um ensaio larvicida utilizando o Melianodiol em
diferentes concentracdes. A Figura 3 ilustra um efeito dose-dependente na
sobrevivéncia das larvas, resultando em um LCso de 49,6 ppm, calculado com o auxilio
do software GraphPad Prism 6.

Ao examinar as caracteristicas morfolégicas gerais da larva tratada com a
concentracdo de 100 ppm (Figura 4), notamos evidéncias de danos aparentes na
estrutura do exoesqueleto, juntamente com a presenca de manchas escuras na regiao
do intestino médio posterior (setas brancas). Reforcando a hipétese de que trata-se de
uma resposta imunoldgica associada a melanizacdo em insetos, conforme previamente
descrito por Nakhleh & Moussawi (2017) e Smith et al. (2022).

¥=6.948 + 0.7196"X + 0.01774* X2 + 0.0001160*X*3
R*=0.93

LCgp= 49,6 ppm

% Sobrevivéncia
s

D T T L] T T T T T L] ‘
0 10 20 30 40 50 60 VO B8O 90 100

Concentragdes (ppm)

Figura 3. % de sobrevivéncia de larvas de 3° instar de Aedes aegypti tratadas com
Melianodiol (ppm). LC4 & 49,6 ppm (seta cinza), calculado no GraphPad Prism 6.
Diferencas significativas foram obtidas por regressdo polinomial de quinta ordem (P <
0,05).
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50
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Figura 4. Caracteristicas morfolégicas de larvas de 3° instar de Aedes aegypti expostas
a diferentes concentracdes de Melianodiol. C i Controle. Barra =1 mm.

AlteracGes na cuticula e formacdo de vacuolos foram observadas em larvas
tratadas com 50 e 100 ppm do Melianodiol (Figura 5). Na Figura 5E, o tratamento com
50 ppm evidenciou danos cuticulares (CD) e vacuolizagéo (V) no intestino médio. As
Figuras 5Fi H mostram altera¢cdes nos aculeos cuticulares (AC) e vacuolizagdo das
células digestivas, sugerindo morte celular pela toxicidade da substancia. Ja nas Figuras
5IiL, notam-se danos graves (DG) em toda a cuticula, afetando aculeos (AC),
exocuticula (EX) e endocuticula (ED), além da formagdo de grandes vacuolos
possivelmente preenchidos por lipideos, conforme descrito por Scudeler & Santos
(2014) em Ceraeochrysa claveri exposta ao 6leo de Azadirachta indica. Danos
cuticulares e vacuolizagéo séo efeitos comuns de larvicidas botanicos. Da Silva Costa
et al. (2014, 2016) descreveram vacuolos no intestino médio de Aedes aegypti expostos
a escamocina de Annona squamosa. Silveira et al. (2021) relataram rupturas cuticulares
causadas por enzimas de Trichoderma asperellum, enquanto Bertonceli et al. (2022)
observaram descolamento e perfuragdo cuticular em larvas tratadas com rotenoides de
Clitoria fairchildiana.
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Figura 5. Microscopia oOptica (40X) e eletrbnica de transmissao (MET) da regido do
intestino médio de larvas de 3° instar de Aedes aegypti. C - ndo tratadas (A, B, C e D),
tratadas com 50 ppm do Melianodiol (E, F, G e H) e com 100 ppm (I, J, K e L). CI
(cuticula integra), CD (cuticula danificada), DG (danos graves na cuticula), AC (aculeos),
EP (epicuticula), EX (exocuticula), ED (endocuticula), V (vacuolos), VP (vacuolos
preechidos).

Adicionalmente, foi investigado o estresse oxidativo em larvas de 3° instar de
Aedes aegypti tratadas com 50 ppm de Melianodiol. Observou-se produgéo
generalizada de ROS (Figura 6A) e aumento significativo da fluorescéncia no ceco
gastrico (3,3x), intestino médio anterior (3,5x) e posterior (5x) em relagdo ao controle

(Figura 6B 1 Ii Ill). Esses resultados corroboram Bertonceli et al. (2022), que associaram
0 estresse oxidativo no intestino médio a altera¢cdes no exoesqueleto e a mortalidade
larval.
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