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Descobrindo novas ‘superfrutas’: da taxonomia a
fitoquimica de frutos brasileiros

1. Introducéo e justificativa

O termo ‘superfrutas’, o qual tem se popularizado nos ultimos anos, € utilizado para denominar
frutas que possuem beneficios a satde, principalmente pela elevada concentracéo de vitaminas
e antioxidantes. Atualmente, muitos dados estdo disponiveis na literatura sobre a composicao
nutricional e beneficios para a sadde de frutas nativas da Europa e América do Norte, estudos
contemplando a diversidade de frutos de paises da regido tropical, entretanto, ainda sdo
escassos quando comparados com o potencial da biodiversidade existente na regido (BFG
2018). No Brasil, o pais com a maior biodiversidade de plantas do mundo, ultrapassando 46
mil espécies conhecidas em sua flora (BFG 2018), a grande maioria das plantas utilizadas na
alimentacdo diaria de sua populacdo sdo espécies de origem exotica. Porém, dentre tantas
espécies existentes na flora brasileira, ndo estaria a biodisponibilidade de ‘superfrutas’

subestimada?

Dentre as plantas com potencial alimenticio, as espécies pertencentes a familia Myrtaceae se
destacam em grande parte dos estudos abordando as ‘superfrutas’ (Bolson et al. 2015, Tribess
et al. 2015, Teixeira et al. 2018, Franzon et al. 2018, Souza et al. 2018, Jacomino et al. 2018).
Mas, além da importancia como fonte alternativa de recursos para alimentacdo humana, a
familia Myrtaceae também apresenta elevada importancia na diversidade na flora brasileira.
Com mais de mil espécies, Myrtaceae esta entre as 10 familias de angiospermas mais diversas
do pais (BFG 2015; WCSP 2018), além de possuir importancia ainda maior na composicao
floristica de areas inseridas nos biomas da Mata Atlantica e Cerrado, considerados hotspots de
biodiversidade (Reitz et al. 1978, Mori et al. 1983, Tabarelli & Mantovani 1999, Oliveira-Filho
& Fontes 2000, Holst et al. 2003, Sobral 2007, Murray-Smith et al. 2009, BFG 2015, Lucas &
Bunger 2015).

Dentre os géneros pertencentes a familia, Eugenia possui a maior representatividades entre
suas especies com potencial para uso. Suas espécies despertam o interesse de colecionadores
de plantas frutiferas pelo mundo, sdo apresentadas nas listas de espécies de valor econémico

atual ou potencial, denominadas ‘“Plantas para o Futuro” (MMA 2011, 2016), e séo relatadas
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em guias sobre frutos nativos (Lorenzi et al. 2016). Mas além disso, 0 género esta entre 0s mais
diversos da flora brasileira, possuindo cerca de 400 espécies conhecidas (BFG 2015) com

distribuicdo em todo territdrio do pais.

Alguns trabalhos na area fitoquimica, alimenticia e farmacéutica, descrevem os frutos de
Eugenia como de alto potencial para obtencdo de compostos bioativos com atividades anti-
inflamatdrias, antioxidantes, antidiabética, além de conter alto teor de carotenoides e &cido
ascorbico, quando comparados com frutas tradicionalmente consumidas, sendo considerados
novas ‘superfrutas’ (Celli 2011, Pereira et al. 2012, Siqueira et al. 2013, Infante et al. 2016,
Padua 2017). Entretanto, é importante salientar que as informacg6es quimicas disponiveis sobre
os frutos de Eugenia séo restritas a um pequeno nimero de espécies. Até o0 momento, foram
encontrados trabalhos abordando 10 espécies do género, nUmero que representa 2.5% da
biodisponibilidade das espécies ocorrentes no Brasil. Dentre as espécies com estudos quimicos
de seus frutos disponiveis, encontram-se: Eugenia astringens - tratada como seu sinénimo, E.
umbelliflora - (Kuskoski et al. 2003, Braga 2016), E. brasiliensis (Moreno et al. 2007,
Reynertson et al. 2008, Flores et al. 2012, Infante et al. 2016, Sardi et al. 2017, Lazarini et al.
2018), E. dysenterica (Cardoso et al. 2011, Baildo et al. 2015, Donado-Pestana et al. 2015,
Daza et al. 2017, Guedes et al. 2017), E. involucrata (Infante et al. 2016, Sardi et al. 2017,
Schmidt 2018), E. myrcianthes (Infante et al. 2016, Sardi et al. 2017), E. pyriformis (Rufino et
al. 2010, Ramirez et al. 2011, Pereira et al. 2012, Schmidt 2018), E. punicifolia (Braga et al.
2016, Gongalves et al. 2017), E. stipitata (Rogez et al. 2004, Garzén et al. 2012), E. uniflora
(Lima et al. 2002, Melo et al. 2007, Lopes Filho 2007, Bagetti et al. 2011, Soares et al. 2014,
Denardin et al. 2015, Baildo et al. 2015, Schmidt 2018), além de artigos mencionando E.
leitonii, um nome ndo validamente publicado que pode se trata de E. malacantha (Larazini et
al. 2016, Infante et al. 2016, Sardi et al. 2017). Desta forma, fica evidente que as espécies
culturalmente mais utilizadas sdo as mais abordadas em tais estudos, o que leva a uma sub-

amostragem da diversidade e potencial dos frutos do género em questao.

Outro grande desafio quanto aos dados existentes é que os protocolos para obtencdo dos dados
fitoquimicos ndo séo padronizados e a grande maioria ndo apresentar material testemunho das
espécies analisadas depositado em herbario, o que dificulta a compilacdo, comparacdo e
confiabilidade quanto a identificacdo botanica das espécies estudadas. Neste sentido, o

conhecimento taxondmico e filogenético do género, os quais avangaram nos Ultimos anos
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(Mazine 2006, Mazine et al. 2014, Faria 2014, Biinger 2015, Biinger et al. 2016a, Biinger et al.
2016b, Coutinho 2018, Mazine et al. 2018, Giaretta 2019), podem ser utilizados para
proporcionar um melhor entendimento da diversidade e presenca de fitoquimicos nos frutos
das espécies do género. Um entendimento sobre a relacdo entre as espécies com base em dados
moleculares pode proporcionar uma busca mais acurada por padrdes nos tipos e quantidades
de substancias quimicas encontrados nos seus frutos (e.g. Bomfim-Patricio et al. 2001,
Mayworm & Salatino 2002, Motta et al. 2009). Assim, seria possivel predizer espécies
potenciais para a ocorréncia de caracteristicas fitoquimicas desejadas para a alimentagdo com

base num estudo evolutivo.

Entende-se que estudos contemplando a diversidade, seja ela taxonémica ou fitoquimica, seja
a primeira acdo a ser tomada para seu posterior uso sustentavel. Assim, este projeto pretende
concretizar uma abordagem multidisciplinar, aliando o conhecimento taxonémico e
filogenético do género com a investigacdo de caracteristicas fitoquimicas de seus frutos. Tal
abordagem proporcionara o entendimento da evolucdo dos frutos em Eugenia, através da
identificacdo de possiveis sinapomorfias quimicas para os agrupamentos de espécies, além de
promover uma amostragem mais robusta de sua diversidade disponivel em nossa flora,
possibilitando a descoberta de novas ‘supefrutas’. Além disso, destaca-se que dados inéditos
quanto a composicao quimica de frutos nativos da flora brasileira serdo produzidos, norteando
futuros trabalhos na area fitoquimica, alimenticia e farmacéutica. Destaca-se também que nédo
foram encontrados estudos similares na bibliografia especializada para a flora brasileira,
caracterizando este projeto como original, além de ousado, dada a escolha de um dos maiores

géneros frutiferos da flora brasileira como foco do estudo.

2. Objetivos
Objetivo geral

v" Realizar o primeiro estudo de caracteristicas fitoquimicas de frutos brasileiros com

base em dados moleculares, possibilitando a descoberta de novas ‘superfrutas’.
Obijetivos especificos

v Produzir dados inéditos de compostos quimicos presentes nos frutos de espécies

nativas de Eugenia ainda nao exploradas;
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v’ Possibilitar a identificacdo de possiveis sinapomorfias quimicas relacionadas aos
frutos de Eugenia, contribuindo para a resolucéo das relacGes filogenéticas do género;

v Nortear estudos futuros na area alimenticia, farmacéutica e ecoldgica quanto ao
potencial das espécies frutiferas de Eugenia negligenciadas na flora brasileira;

v Promover a disseminacédo de informacGes quanto ao potencial de consumo de espécies

frutiferas nativas para a populacdo em geral.

3. Metodologia a ser utilizada

3.1. Estratégia de amostragem: o grupo taxonémico escolhido é o género Eugenia, um dos
mais diversos na flora brasileira. Sera realizada uma amostragem de 10% da diversidade de
espécies de Eugenia ocorrentes no Brasil (c. 40 espécies) para a realizacdo do estudo, levando
em consideracdo que esta amostragem seja mantida para os 10 grupos infragenéricos
conhecidos. Considera-se que para as analises quimicas, cada espécie tera seus frutos coletados
de trés individuos distintos, e sera considerado o valor médio para o desenvolvimento das

analises de reconstrucdo de caracteres ancestrais.

3.2. Coleta de material em campo: os individuos estdo sendo obtidos em areas naturais ou
cultivadas, sendo seus vouchers depositados em colecdo de acesso publico, Herbario ESA. As
amostras sdo compostas por 200-500 g de frutos frescos, 0s quais séo higienizados com agua e
tem suas partes nao-comestiveis manualmente removidas (sépalas e sementes). Apds a
remocao das partes ndo comestiveis, 30 g de cada amostra esta sendo separada, congelada a -
80°C, liofilizada, triturada em moinho de bola e armazenada até as analises. Destaca-se que até
0 momento amostras de 21 espécies foram coletadas e seus frutos triturados se encontram

armazenados a -80°C para o desenvolvimento das analises aqui propostas.

3.3. Obtencdo de dados moleculares: serdo utilizadas sequéncias de DNA das espécies de
Eugenia disponiveis no GenBank. Para as espécies aqui amostradas que nunca tiveram suas
sequéncias produzidas, a obtengéo sera realizada neste trabalho. Assim, a seguinte metodologia
sera utilizada: a partir de fragmentos de folhas conservados em silica-gel (Chase & Hills 1991),
sera realizada a extragdao do DNA, com o kit “DNeasy Plant Mini Kit” (QIAGEN), seguindo o
protocolo do fabricante. Serdo analisadas cinco regides, a regido nuclear ITS, e as regides de
cloroplasto rpL16, psbA-trnH, rpl32-trnL e trnQ-5-rpsl6, seguindo estudos moleculares
recentes em Eugenia (Faria 2014, Mazine et al. 2014, Blinger et al. 2016, Giaretta 2018, Mazine
etal. 2018). Para areacdo de PCR serdo utilizados os iniciadores referidos em Sun et al. (1994)
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para ITS; Jordan et al. (1996) para rpL16; Hamilton (1999) para psbA-trnH; Shaw et al. (2007)
e Faria (2014) para rpl32-trnL; Shaw et al. (2007) e Murillo-A. et al. (2012) para trnQ-5-rps16.
Em seguida sua qualidade sera verificada em cuba de eletroforese em gel de agarose a 1%. O
sequenciamento serd realizado usando Sanger, seguindo o utilizado por Lucas et al. (2007). As
sequéncias serdo importadas e editadas usando o software Geneious, alinhadas usando o
Muscle (Edgar 2004). Toda rotina de bancada serad realizada nas dependéncias do Jodrell
Laboratory, RBGKew, evidenciando que 0s recursos para tais atividades foram obtidos via
‘grant’ nomeado “Emily Holmes Memorial Scholarship” e bolsa de doutorado sanduiche no
exterior “CAPES-Print-UNICAMP”.

3.4. Obtencdo de dados quimicos

3.4.1. Acucares solaveis: os acucares sollveis serdo extraidos a partir de 10 mg dos frutos
liofilizados em 1,5 mL de etanol 80% por agitacdo regular a 80°C por 20 minutos em 1250
rpm. Apds a centrifugagdo a 4°C por 10 min a 14000 rpm, os sobrenadantes serdo transferidos
para falcon de 15 mL e evaporados no speedvac a temperatura ambiente. O material sera
ressuspendido em 1 mL de agua miliQ e sera adicionado 500 pL de cloroférmio no tubo para
remover o0s pigmentos, sendo a solugdo centrifugada a 4°C por 10 min a 12000 rpm. Apos este
processo, 500 pL do sobrenadante sera transferido para vials para a realizacdo da andlise
cromatografica (HPAEC-PAD); modificado de Cordenunsi et al. (2008).

3.4.2. Fendis totais: os fendis totais serdo extraidos a partir de 50 mg dos frutos liofilizados
em 1,5 mL de etanol 80% por agitacdo regular a 80°C por 20 minutos em 1250 rpm. Apos a
centrifugacdo a 4°C por 10 min a 14000 rpm, os sobrenadantes serdo transferidos para falcon
de 15 mL e evaporados no speedvac a temperatura ambiente. O material sera ressuspendido
em 1 mL de etanol 80%, homogeneizado e 500 pL do extrato seré transferido para vials para
realizacdo da andlise cromatogréafica liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD); modificado de
Watermar & Mole (1994).

3.4.3. Taninos: os taninos serdo extraidos a partir de 50 mg dos frutos liofilizados em 1 mL de
etanol 50% por agitacdo regular a 40°C por 30 minutos a 12500 rpm. Apo6s a centrifugacao a
4°C por 10 min a 14000 rpm, os sobrenadantes serdo transferidos para falcon de 15 mL e
evaporados no speedvac a temperatura ambiente. O material sera ressuspendido em 500 pL de
etanol 50%. O doseamento de taninos totais sera realizado a partir de 60 pL do extrato obtido,
adicionado de 120 pL de solucdo BSA e homogeneizado em vortex. Apos 15 minutos, a

solucdo sera centrifugada a 4°C por 10 min a 10000 rpm. O sobrenadante sera descartado, 240
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ML de solucdo detergente (SDS) serd adicionada e homogeneizada ao pellet com auxilio do
vortex. Entdo, 60 uL de Cloreto Férrico 0.01 M sera adicionado a solucdo e homogeneizado
em vortex. O volume final sera transferido para microplacas do tipo Elisa e ap6s 15 min se
realizara a leitura em espectrofotdmetro a 510 nm; modificado de Watermar & Mole (1994).

3.4.4. Carotenoides: os carotenoides totais serdo extraidos exaustivamente a partir de 100 mg
dos frutos liofilizados em 1 mL de acetona por agitagéo regular a temperatura ambiente por 20
min a 12500 rpm. Apds a centrifugacdo a 4°C por 10 min a 8000 rpm, os sobrenadantes serdo
transferidos para uma bureta com 5 mL de solucdo 5% éter etilico em éter de petroleo. A
mistura sera entdo lavada com agua miliQ até a 4gua da lavagem ficar translucida. Apds 3 min,
o0 volume do extrato de éter serd medido e o doseamento de carotenoides totais sera realizado
a partir da transferéncia para microplacas do tipo Elisa e leitura em espectrofotémetro a 450
nm; modificado de Pacheco et al. (2014).

3.4.5. Acido ascorbico: o &cido ascorbico sera determinado a partir de 100 mg dos frutos
liofilizados em 3 mL de solucdo 3% acido metafosforico por agitacdo regular a 4°C por 10 min
a 12500 rpm. Apos a centrifugacdo a 4°C por 20 min a 8000 rpm, sera adicionado Ditiotreitol
(DTT) para a reducéo do &cido dehidroascorbico. A quantificagdo sera realizada por analise
cromatografica (HPLC-DAD) em coluna C18 (300 mm x 3.6 mm). A fase mével consistira em
solucdo tampdo KCI 2 mM, com pH 2.5 e fluxo de 1.5 mL/min e a deteccdo realizada em 254
nm. O &cido ascorbico sera identificado pelo seu tempo de retencédo e identidade de espectro,
comparado com o padrdo comenrcial. O &cido dehidroascdrbico sera calculado pela diferenga
entre o contetido de acido ascorbico total (extrato com DTT) e de acido ascérbico reduzido
(sem DTT),sendo seu ontetido espresso em mg 100g* f.w.; modificado de Pasternak et al.
(2005).

3.4.6. Atividade antioxidante (DPPH e Folin-Ciocalteu): o DPPH sera obtido através de 100
uL de extrato de fendis totais ressuspendido sera transferido para microplacas do tipo Elisa,
adicionado de 200 pL de uma solu¢do metandlica do radical livre 1,1-difenil-2-picril-hidrazila
(DPPH) em concentragdo 20 pg/mL. Antes de utilizar a solu¢ao de DPPH, sua absorbancia sera
ajustada para valor entre 0,7 e 0,8 a 517 nm, medida a partir de seu branco (200 uL da solucéo
de DPPH + 100 uL de metanol), sendo este o controle. Apos a adicdo do DPPH, as amostras
serdo agitadas e mantidas no escuro por 30 min. Seréa feita entdo a leitura da absorbancia em
espectrofotdmetro a 517 nm. O sequestro dos radicais livres DPPH pelos extratos seré avaliado
por comparagdo com o controle (DPPH + metanol). Os resultados serdo expressos como
porcentagem de sequestro do radical livre DPPH (através de seu descoramento), de acordo com
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Abs C—(Abs Am—Abs B)
Abs C

a seguinte equacdo: % Aaox = x 100. Onde, Abs C = absorbéancia do

controle; Abs Am = absorbancia da amostra; Abs B = absorbancia do branco; modificado de
Moreno et al. (2000). O Folin-Ciocalteu sera obtido através de 25 pL do extrato de fendis totais
ressuspendido sera transferido para microplacas do tipo Elisa, adicionado de 200 pL de dgua
miliQ, 25 pL de Folin-Ciocalteu, 25 pL de Na,CO3 20% e incubado a temperatura ambiente
sob protecdo da luz. Apds 40 min, sera realizada a leitura em espectrofotémetro a 760 nm. Os
resultados serdo estimados em relacdo a curva padrdo de acido galico e expressos em g de

equivalente de acido galico por mg de massa seca; modificado de Genovese et al. (2008).
3.5. Andlises

3.5.1. Reconstrucdo filogenética: serdo realizadas utilizando a abordagem da Inferéncia
Bayesiana (Ronquist & Huelsenbeck 2003, Altekar et al. 2004) e Méaxima Verossimilhanca
(Ren et al. 2009). As analises bayesianas serdo executadas no MrBayes (Ronquist &
Huelsenbeck 2003) e o suporte dos ramos estimado através do procedimento de probabilidade
posterior (Huelsenbeck et al. 2002). As analises de maxima verossimilhanca serdo executadas
com o RAXML (Stamatakis 2006) e o suporte dos ramos estimado através do “bootstrap” ndo-
paramétrico (Felsenstein 1985). Os modelos evolutivos serdo inferidos a partir dos préprios
dados, deixando os parametros livres para serem estimados durante as analises pelo jModel Test
(Posada 2008).

3.5.2. Reconstrucdo de caracteres ancestrais: sera realizada para reconhecer se 0s padroes
quimicos surgiram de forma independente ou por descendéncia. Os sinais filogenéticos dos
caracteres serdo calculados pelo pardmetro lambda (Pagel 1999) através do uso do Software R
e 0 pacote phytools (Revell 2012). Os caracteres discretos e continuos (dados quimicos dos
frutos) serdo mapeados na filogenia de Eugenia, a ser obtida neste estudo, através do Software
R e o pacote phytools (Revell 2012). Esta funcdo estima os estados ancestrais em cada no
usando andlises de maxima verossimilhanca e interpolando os estados ao longo dos ramos,

seguindo Felsenstein (1985).

4. Atividades previstas

Dentre as atividades previstas para a execucao da tese, encontram-se etapas relacionadas ao
programa de pés-graduacdo, como a participacdo em disciplinas, realizacdo de exame de

qualificacdo, o desenvolvimento do estadgio académico no exterior (entre dezembro/2019 e
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maio/2020), redacdo da tese e artigos cientificos, defesa da tese e participacdo em eventos
cientificos. Porém, destacam-se a seguir as principais atividades a serem realizadas para a

concretizagdo do objetivo aqui proposto.

4.1. Levantamento bibliografico: busca e consulta de todos os estudos que envolvam o tema
aqui abordado, contemplando a elaboracdo de textos introdutérios e discussdes dos resultados
esperados. Serdo consultadas principalmente bases de dados online como: BioOne, Flora do
Brasil Online 2020, JSTOR, Kew Bibliographic Databases, Kew Records of Taxonomic
Literature, Scopus, SpringerLink, The International Plant Names Index, Tropicos e Web of

Science.

4.2. Coleta de material biol6gico em campo: considera-se a realizacdo de novas expedicdes
para a coleta de material biol6gico em areas cultivas e nativas (Brasilia, Rio de Janeiro, Porto
Alegre, Virtoria), a fim de complementar as coletas realizadas até o momento, esperando-se
atingir a amostragem desejadas de 10% da diversidade do género no Brasil.

4.3. Obtencédo de dados quimicos dos frutos: analise da composicao fitoquimica dos frutos
coletados em campo, as quais serdo realizadas nas dependéncias do Laboratorio de Fitoquimica
—no IB/USP, respectivamente, seguindo a metodologia apresentada no item 3.4.

4.4. Obtencdo de dados moleculares: obtencdo das sequencias de DNA a serem utilizadas
nas andlises filogenéticas que seguirdo a metodologia descrita no item 3.3, através de reacdes
de extracdo e amplificacdo de regides do DNA a serem realizadas no Royal Botanic Gardens —
Kew (Reino Unido).

4.5. Analises de reconstrucao filogenética e reconstrucdo de caracteres ancestrais: serdo
realizadas analises segundo a metodologia descrita no item 3.5, a fim de gerar hipo6teses
filogenéticas das espécies amostradas e suas relagdes com as caracteristicas fitoquimicas dos
frutos no género. Tais andlises serdo realizadas principalmente através da parceria com o Royal

Botanic Gardens — Kew (Reino Unido).

4.6. Discussdo dos resultados: serd realizada a interpretacdo evolutiva dos dados quimicos
dos frutos obtidos ao final do estudo, a fim de possibilitar a descoberta de novas ‘supefrutas’

brasileiras, e a viabilidade da replicacdo deste estudo para outros grupos de plantas.
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5. Detalhamento da infraestrutura fisica e tecnoldgica a ser utilizada

A infraestrutura fisica e tecnoldgica principal a ser utilizada no desenvolvimento deste projeto
envolve: 5.1. Laboratdrio de Sistematica Vegetal e Herbario ESA da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz” — USP, o qual € coordenado pelo Orientador da proposta, Prof.
Dr. Vinicius Castro Souza; 5.2. o Royal Botanic Gardens — Kew (Reino Unido), pela parceria
com a Dra. Eve Lucas, coorientadora no exterior; e 5.3. o Laboratorio de Fitoquimica do
Instituto de Biologia — USP, o qual é também coordenado pela coorientadora da proposta,

Profa. Dra. Maria Luiza Faria Salatino.

5.1. Laboratdrio de Sistematica Vegetal e Herbario ESA — Escola Superior de Agricultura
“Luiz de Queiroz”/USP

Site do Laboratorio: http://splink.cria.org.br/manager/detail?resource=ESA

O laboratério de sistemética vegetal e herbario ESA realizam trabalhos voltados para a
identificacdo de espeécies, levantamento floristico e taxonomia, contando com 9 salas, sendo
que os principais equipamentos a serem utilizados sdo: material para coleta em campo, estufa
de secagem, freezer, estereomicroscopio, camera fotografica, GPS e equipamentos basicos de

informatica.
5.2. Royal Botanic Gardens — Kew (Reino Unido)
Site da institui¢do: https://www.kew.org/science/collections-and-resources

O Royal Botanic Gardens, Kew - Reino Unido, apresenta renomada exceléncia e se destaca
como uma das instituigdes mais importantes para estudo da flora no mundo. A parceria foi
firmada para a execucdo do Doutorado Sanduiche da candidata durante o periodo de
dezembro/2019 a maio/2020, que de forma direta contempla as etapas: i) obtencdo de dados
moleculares no “Jodrell Laboratory”, com os reagentes custeados pelo “Emily Holmes
Memorial Scholarship” conquistado pela aluna; ii) consulta ao Herbario de Kew, uma das
maiores cole¢des botanicas do mundo, para auxilio na correta identificacdo das espécies de

Eugenia estudadas.
5.3. Laboratorio de Fitoquimica — Instituto de Biologia/USP

Site do Laboratorio: http://www.ib.usp.br/pesquisa-botanica/69-depto-de-

botanica/laboratorios/507laboratorio-de-recursos-humanos-vegetais.html
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O laboratdrio de fitoquimica realiza procedimentos de extracdo, purificacdo e isolamento de
substancias presentes em plantas, contando com 11 salas, sendo que os principais equipamentos
a serem utilizados séo: ultrafreezer, liofilizador, moinho de bola, termobloco, centrifuga,

espectro de massas, cromatdgrafo liquido de alto desempenho e leitor de microplacas Elisa.

6. Linhas gerais do Cronograma a ser cumprido

Semestre
2°/2019 | 1°/2020 | 2°/2020 | 1°/2021 | 2°/2021 | 1°/2022
Levantamento bibliografico X X X
Coleta de material bioldgico em campo
Consulta aos herbérios e identificacdo dos
materiais botanicos
Obtenc¢do de dados quimicos dos frutos
Estagio académico no exterior
Obtencédo de dados moleculares
Anélises: reconstrugdo filogenética X X
Anélises: reconstrucao de caracteres
ancestrais
Exame de qualificacdo X
Discusséo dos resultados X X X
Redacdo da Tese e Artigos X X
Defesa da Tese X
Participacdo em eventos cientificos e
divulgacdo das atividades

Atividades

X

X
X X
X

X|X|X| X | X

11
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7. Planilha de orcamento com estimativa dos gastos previstos

Bolsas Funbio - Conservando o Futuro
ANEXO | - Orgamento Detalhado
CHAMADA N 202/2019

Titulo do projeto Descobrindo novas ‘superfrutas’: da taxonomia a fitoquimica de frutos brasileiros
Nome do Proponente Karinne Sampaio Valdemarin
Instituicao de Ensino e Programa Universidade Estadual de Campinas - Programa de Pds-graduagdo em Biologia Vegetal
Tipo de Bolsa
Doutorad
(Mestrado ou Doutorado) outorado
Total requisitado (RS) RS 24,476.00
Orcamento da Pesquisa
Material sera cedido Unidade Valor
. - . . . . s Valor Total
Categoria de despesa Descricao dos itens para Instituicao Quantidade (un; litro; Unitario (R$)
(Sim ou N3o) metro; dia; km) (RS)
- . . RS
Ditiotreitol (DTT)-25g sim 1 un 1,300.00 1,300.00
Eter Etilico PA 100% - 1000 mL sim 1 un RS 110.00
° 110.00 )
Eter de Petrdleo PA ACS 60-110 - 1000 . RS
mL sim 1 un 180.00 180.00
Alcool etilico >99,9% PA - 1000 mL sim 2 un 1455'00 280.00
Uso e consumo R;;‘.
Acetona PA - 1000 mL sim 1 un 45.00 45.00
Folin & Ciocalteu - 100 mL sim 1 un RS 850.00
850.00 )
1,1-difenil-2-picril-hidrazila - 5 sim 1 un RS 750.00
: P 8 750.00 :
Padrdes Farmacopeicos (vitamina C e . RS
fenélicos) sim 10 un 250.00 2,500.00
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Sacos hermético 18 x 23 - 15un sim 10 un 9RO$0 90.00
Tubo falcon 50 mL - 50un sim 5 un RS 250.00
50.00 '
Silica gel Azul PA - 1 k sim 3 un RS 225.00
& & 75.00 :
. . . A . RS
Servigo de terceiros Pessoa Fisica Escalador para coleta botanica sim 6 un 350.00 2,100.00
. . o Andlises LC-MS/MS para a identificacdo . RS
Servigo de terceiros Pessoa Juridica das substanticas fitoquimicas sim 25 un 140.00 3,500.00
Passagem aérea (S3o Paulo/Rio de . RS
Janeiro/S3o Paulo) >im 1 un 400.00 400.00
Passsagem aérea (S3o Paulo/Porto . RS
Alegre/S3o Paulo) >im 1 un 450.00 450.00
Passsagem aérea (Sdo Paulo/Vitéria/Sdo . RS
Paulo) sim 1 un 400.00 400.00
Passagem aérea (S30 Paulo/Brasilia/S3o . RS
' Paulo) sim 1 un 450.00 450.00
Viagens RS
Aluguel de automovel sim 30 dia 140.00 4,200.00
. . . RS
Combustivel sim 240 litro 996.00
4.15
Alimentacdo sim 30 dia RS 2,400.00
¢ 80.00 400
Hospedagem sim 30 dia RS 3,000.00
pedag 100.00 00
TOTAL 24,476.00
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8. Resultados esperados e impacto previsto do projeto

Dentre os resultados a serem gerados pela tese em questdo, destaca-se a producdo de dados
primarios sobre a biodiversidade brasileira. Tais dados sdo essenciais para o desenvolvimento
da &rea na ciéncia brasileira, além de contribuirem para melhores tomadas de decisées no
ambito das politicas de conservacéo e uso sustentavel dos recursos naturais. Uma das diretrizes
do projeto é a disponibilizacdo dos dados em plataformas de acesso publico, possibilitando o
acesso pela comunidade cientifica em geral dos resultados a serem obtidos. Assim, as novas
coletas botanicas resultardo em novos registros de distribuicdo das espécies, as quais serdo
incorporadas nas cole¢Bes dos principais herbarios do Brasil (Herbario ESA e RB) e se
encontram indexados em plataformas de acesso publico, como o “Splink” e “Herbario Virtual
Reflora”. As novas sequencias de DNA serdo depositadas em plataformas também de acesso
publico, como 0 “GenBank” ¢ “Bold Systems”. Os dados quimicos referentes aos frutos das
espécies estudadas serdo publicados em revistas cientificas e apresentados como materiais
suplementares de tais artigos, frisando-se ainda que esforcos serdo realizados para a

disponibilizagdo deles na plataforma recém lancada “Biodiversidade & Nutrigdo” do SiBBr.

O principal produto do estudo é a producdo de um estudo contemplando as caracteristicas
fitoquimicas de frutos brasileiros com base em dados moleculares (uma perspectiva evolutiva),
possibilitando a descoberta de novas ‘superfrutas’. A escolha de Eugenia para enfoque neste
estudo se baseou na sua importancia entre as espécies frutiferas nativas, sua representatividade
da flora brasileira (um dos maiores géneros de angiospermas do pais) e a caréncia de estudos
que abordem os frutos no grupo quando comparado com a biodisponibilidade existente no pais.
Além disso, este estudo evolutivo proporcionard um modelo a ser replicado em outros grupos

de plantas, acarretando a elucidacao do potencial muitas vezes negligenciado da nossa flora.

O desenvolvimento do estudo gerard dados inéditos quanto aos compostos fitoquimicos
presentes nos frutos de espécies nativas de Eugenia ainda ndo exploradas, o que proporcionara
0 conhecimento de novas frutiferas com potencial de uso sustentavel na nossa flora. Além
disso, tais dados poderédo contribuir para a resolucdo de problemas nas relacGes filogenéticas
do grupo, preenchendo lacunas do conhecimento cientifico. Entretanto, o principal resultado
serd um direcionamento para estudos futuros na area alimenticia, farmacéutica e de poés-
colheita quanto ao potencial das espécies frutiferas negligenciadas na flora brasileira. Também
se espera que os resultados do projeto aqui em andamento tragam impacto positivo nas

comunidades tradicionais que ja utilizam tais frutos no seu dia a dia, visto que a maior
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visibilidade de tais frutos pela populacdo em geral colaborara para uma maior procura destas

espécies, e, consequentemente, geracao de renda.

Vale destacar também que sdo esperadas publicacdo de artigos cientificos em revistas
indexadas (JCR, Web of Science e Scopus) como resultados deste projeto. Referente ao estudo
evolutivo, espera-se a publicacdo da reconstrucdo do carater ancestral, além de possiveis
compilagdes de dados inéditos de compostos quimicos presentes em frutos de espécies nativas
de Eugenia ainda ndo exploradas, os quais poderao ser publicados em revistas como “Botanical
Journal of the Linnean Society”, “PlosOne” e “Food Research International”. Espera-se ainda
a realizacdo de palestras em universidades e/ou escolas, a publicacdo de artigos de divulgacao
em jornais e revistas na area ambiental com circulagcdo popular, buscando a divulgacdo das
espécies frutiferas nativas para a populacdo em geral. De maneira geral, almeja-se que 0s
resultados a serem atingidos aqui ndo contribuam apenas para o melhor entendimento da
evolucdo das caracteristicas quimicas dos frutos de um dos géneros mais diversos da flora
brasileira, mas que proporcionem uma ampla visibilidade, principalmente na divulgacéo e
valorizagdo do potencial fitoquimico dos frutos nativos, os quais s80 muitas vezes

negligenciados frente ao tradicional consumo de frutas exoticas pelos brasileiros.
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