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Resumo

O Acafrao, Crocus sativus L., € considerado a especiaria mais cara do mundo, a
qual é obtida a partir dos estigmas secos da sua flor. E utilizado como aromatizante e
corante na preparagado de alimentos, mas também na medicina tradicional e moderna.
Como consequéncia do seu elevado valor comercial, o Acafrao tem sido frequentemente
associado a um incomparavel grau de adulteracdo com os mais diversos materiais e
estratégias. A detecdo de adulterantes torna-se assim uma questdo de elevada
importancia na avaliagdo do valor do produto, para verificar a concorréncia desleal e para
garantir a protegdo do consumidor contra praticas fraudulentas. Diferentes métodos tém
sido desenvolvidos para avaliar a qualidade e autenticidade do Acafrdo, baseados em
métodos normalizados com medicdo de parametros quimicos e sensoriais. No entanto, a
autenticacdo do Acafrdo baseia-se maioritariamente na observagao microscopica de
caracteristicas morfolégicas, que é um método moroso que necessita de pessoal com
experiéncia e que € suscetivel de interpretacdo subjetiva. Hoje-em-dia, os métodos
baseados na analise de ADN tém provado ser adequados para a avaliagdo da
autenticidade de alimentos, especiarias e plantas medicinais, mesmo sujeitos a elevado
grau de processamento.

O objetivo deste trabalho consistiu no desenvolvimento de marcadores
moleculares para avaliagao da autenticidade do Acafrao. Foram utilizadas amostras de
bolbos, folhas e estigmas de Crocus sativus L. e outras espécies do mesmo género para
além do potencial adulterante Carthamus tinctorius. Os extratos de ADN de todas as
amostras foram amplificados por PCR qualitativa tendo como alvo as regides designadas
como DNA barcode — ITS1, ITS2 e matK — e um marcador SCAR. A técnica de PCR em
tempo real usando o corante EvaGreen com andlise por HRM (High Resolution Melting)
foi também explorada para discriminar diferentes espécies do género Crocus.

Os primers para as regides ITS1 e matK revelaram ser especificos para o género
Crocus, enquanto os primers para o locus ITS2 e o marcador SCAR foram especificos
para as espécies Crocus sativus L. e Crocus cartwrightianus. A analise por HRM foi
capaz de discriminar Crocus sativus L. das outras espécies Crocus, cujos resultados
foram confirmados pelos dados de sequenciacdo. Os primers para a regidao ITS1
especifica de Carthamus tinctorius detetaram com sucesso o adulterante em amostras
comerciais de Acafrdo. Este estudo revelou que as ferramentas genéticas fornecem

métodos faceis, rapidos e eficazes para a autenticagao do Agafrao.

Palavras-chave: acafrao, autenticidade, PCR, marcadores moleculares



Abstract

Saffron is the most expensive spice in the world, which is obtained from the red-
dried stigmas of the flowered Crocus sativus L. It is used for flavoring and coloring in food
preparation and also in traditional and modern medicine. As a consequence of its high
market value, saffron has been frequently associated to an unrivaled degree of
adulteration performed in both ground and whole stigma with the most diverse materials
and strategies. Thus, the detection of adulterants becomes a very important issue for the
evaluation of the product value, to ascertain the unfair competition and assure the
consumer protection against fraudulent practices. Different methods have been developed
to assess quality and authenticity of saffron based on standardized methods to assess
chemical and sensorial parameters. However, saffron authentication relies mostly on
microscopic observation of morphological traits, which is time-consuming, depends on
experienced personal and is susceptible of subjective interpretation. Nowadays, DNA-
based methods have proved to be suitable for the authenticity assessment of food, spices
and medicinal plants, even highly processed.

The aim of this work was to develop molecular markers for further evaluation of the
authenticity of saffron. Leave, bulbs and stigmas samples of C. sativus L. and other
Crocus spp. and dried flowers of the potencial adulterant Carthamus tinctorius were used.
DNA extracts of all samples were amplified by polymerase chain reaction (PCR) targeting
three different DNA barcode loci — ITS1, ITS2 and matK — and a SCAR marker. A real-time
PCR assay using EvaGreen dye combined with High Resolution Melting analysis was
carried out in order to discriminate different species of Crocus genus. Fragments obtained
by the amplification of ITS1 were sequenced.

The primers targeting ITS1 and matK loci were specific for the genus Crocus, while
the primers targeting ITS2 locus and the SCAR marker were specific for the species C.
sativus L. and Crocus cartwrightianus. The HRM analysis was able to discriminate Crocus
sativus L. from other Crocus spp., whose results were confirmed by sequencing data.
Primers targeting locus ITS1 specific for Cathamus tinctorius successfully detected the
adulterant in saffron commercial samples. This study revealed that genomic tools provide

easy, fast and reliable methods for saffron authentication.

Keywords: saffron, authenticity, PCR, molecular markers
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1 Introducéao

1.1 Plantas Aromaticas e Especiarias

Atualmente, sdo usados variadissimos tipos de ervas em todo o mundo. A palavra
“‘erva” provém do Latim “herba”, que significa planta medicinal. No sentido estrito, a
palavra herbacea refere-se a uma planta que murcha apés florescer, sem as hastes se
tornarem lenhosas. As herbaceas sido largamente usadas como corantes, para
jardinagem, medicina e alimentos. Na Europa, por exemplo, sdo desde ha muito tempo
utilizadas para fins medicinais. Algumas herbaceas comestiveis pertencem a categoria de
especiarias €, mesmo algumas contendo componentes toxicos podem ser classificadas
como especiarias se o elemento venenoso puder, de alguma forma, ser neutralizado com
aquecimento ou outro tipo de processamento [1]. Outra categoria pertencente as
herbaceas comestiveis é o grupo das plantas aromaticas.

Uma herbacea é botanicamente classificada como planta perene, mas o
significado de especiaria ou de erva aromatica vem do seu uso na culinaria e de
caracteristicas aromaticas, respetivamente e ndao de uma classificagdo botanica. Uma
especiaria deve por conseguinte ser comestivel. O termo especiaria pode ser definido
como um composto com um sabor acre ou atividade de coloragdo, que aumenta o apetite
ou intensifica a digestdo. Uma especiaria pode ser obtida a partir de sementes, frutos,
folhas, cascas, raizes de plantas que crescem principalmente em zonas tropicais,
subtropicais e temperadas [1]. Uma planta aromatica tem a capacidade de produzir
substancias aromaticas, atribuidas a presenca de compostos volateis conhecidos como
Oleos essenciais, por exemplo compostos orgénicos, podendo ser utilizada na culinaria,
perfumaria, medicamentos, na industria farmacéutica e cosmeética.

Atualmente, o mercado de especiarias e plantas aromaticas estd em crescente
aumento. Em 2012, a produ¢do mundial de especiarias ascendeu aos 6,75 milhdes de
toneladas, sendo este nUmero estimado com base nos dados da FAOSTAT
correspondentes a pimenta, malagueta, cartamo e outras especiarias [2]. Em termos
econdmicos, estimou-se que em 2011 o comércio de especiarias rondou os 4,71 mil
milhdes de ddlares (3,46 mil milhdes de euros), com uma respetiva exportagdo global de
1,29 milhdes de toneladas, o que mostra uma tendéncia ascendente constante [3]. Os
principais mercados importadores de especiarias sdo os Estados Unidos da América, a
Unido Europeia, o Japao, a Arabia Saudita, Singapura e a Malasia (Figura 1). Enquanto
os principais paises fornecedores sdo a China, india, Madagéascar, Indonésia, Vietnam,
Brasil, Espanha, Guatemala e Sri Lanka. Além da competicdo no mercado internacional,

os produtores e exportadores tém de enfrentar inUmeros desafios, incluindo as
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pertinentes questdes de qualidade. As exportacdes de especiarias estdo sujeitas ao
cumprimento de padrdes rigorosos de qualidade para a seguranca alimentar,
estabelecidos pela ASTA (American Spice Trade Association) e pela ESA (European
Spice Association). A demanda por produtos processados, de elevada qualidade, que
proporcionem beneficios principalmente na saude, e ao mesmo tempo que sejam
saborosos e agradaveis ao paladar estd a crescer, oferecendo assim novas

oportunidades de negdcios no comeércio de especiarias [4].

A) Tendéncias de importagéo de especiarias
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Figura 1 - A: Tendéncias de importacdo de especiarias, 2001-2011. B: Participacdo do mercado
das principais regides importadoras de especiarias em 2011 (% do valor de importagdo mundial
correspondentes a 4.71 mil milhdes de dodlares) [2] .

De entre as espécies mais consumidas destacam-se as da familia Lamiaceae,
como Origanum vulgare e Ocimum basilicum, ou ainda as diferentes plantas designadas
erradamente por “Acafrdao” como Curcuma longa e Carthamus tinctorius e o proprio
Acafrao auténtico, Crocus sativus. As especiarias Piper nigrum e Capsicum annuum

também sao largamente comercializadas e sao parte integrante da cozinha
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mediterranica, tal como as espécies acima mencionadas.

O género Origanum, pertencente a familia Lamiaceae, inclui mais de 40 espécies
largamente distribuidas pela regiio Mediterranica e Asia central [5, 6]. A espécie
comercialmente conhecida como orégao mediterranico e frequentemente usada para fins
culinarios é Origanum vulgare hirtum [7]. Esta planta aromatica € comercializada
mundialmente, tendo uma grande importancia econdémica devido ao seu uso como
acompanhamento de variados tipos de cozinhados, mas também como 6leo essencial [8].
E normalmente considerada a “erva da pizza”, no entanto, ha que destacar também as
suas propriedades medicinais, razdo pela qual o orégdo tem sido tdo usado na medicina
tradicional ha vérios séculos [5, 9]. Por exemplo, os seus 6leos essenciais apresentam
propriedades antimicrobianas, antifungicas, antioxidantes e inseticidas [5, 8]. Pode
também ser usado para tratar exaustao, distirbios nervosos, infecdes do trato respiratorio
e tensdo, problemas de estbmago, pressao arterial baixa, irritacdes da pele, asma, dores
de dentes e de cabeca. Tem ainda efeitos benéficos nos sistemas cardiovascular e
nervoso, na indugéo de apoptose, na modulacdo de acucares e de lipidos no sangue e
possui atividade antimalarica [5, 9-12].

Devido as suas proprieades benéficas quer para a saude, quer para a qualidade
dos alimentos, o orégdo € largamente comercializado em todo o mundo, tendo o seu
consumo vindo a crescer a uma taxa de 85% e sendo considerada das plantas
aromaticas mais vendidas. SO0 nos Estados Unidos da América em 2002 representou
aproximadamente 7,5 mil toneladas e 15 milhGes de délares em importa¢des, enquanto a
sua producédo mundial excedeu as 10 mil toneladas [13].

Ocimum basilicum L., conhecido como basilico ou manjericdo, € uma planta anual
aromatica pertencente a familia Lamiaceae [14]. As espécies pertencentes a este género
tém sido usadas desde ha pelo menos 3000 anos na culinaria e como plantas medicinais.
Atualmente, o manjericdo € utilizado como tempero para produtos a base de tomate e
salsa, na preparacdo do molho pesto, sendo também usado como planta medicinal e na
producdo de oleos essenciais [12, 15, 16]. Possui propriedades antioxidantes e atividade
biolégica contra insetos, fungos, nematodes e microrganismos, tendo efeitos de
anestésico local e antissético [14, 16, 17]. E usado para tratar dores de cabeca, tosse,
diarreia, constipagdes, verrugas, mau funcionamento dos rins e pode ser aplicado na pele
para tratamento de acne [18, 19]. Os extratos de 6leos essenciais sdo também usados
para fragrancias, produtos de cosmética, higiene oral e dentaria [18]. De acordo com
estudos recentes, o 6leo essencial de basilico apresenta um grande potencial para ser
usado como repressor do stress e como componente de farmacos destinados ao
tratamento da leucemia [17]. Pode também ter efeitos benéficos na diabetes através da

inibicdo da atividade das enzimas a-glucosidase e a-amilase [20].
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Capsicum annum L., pertencente a familia Solanaceae, € a planta usada para a
producao do chili, que € um tempero culinario extensivamente utilizado devido a sua cor e
pungéncia e que é proveniente de frutos maduros/secos desta planta [21]. Para além do
seu uso tipico como especiaria € também muito apreciado pelas suas propriedades
medicinais [22]. No ano de 2012, a producdo mundial de chili ascendeu as 3,35 milhdes
de toneladas, sendo a india o maior prdutor desta especiaria, seguido pela China e pelo
Peru. Estes trés paises asseguraram cerca de 53% da producdo mundial de chili no
mesmo ano. As importacdes totais mundiais atingiram as 546 mil toneladas
correspondendo a 1,3 mil milhdes de délares, das quais 260 mil toneladas foram
exportadas pela India e 98 mil toneladas pela China [2]. O chili € exportado em frutos
inteiros secos, picado, em p6é e outros produtos de valor acrescentado como chili
fermentado, pasta de chili ou oleorresina, tendo a sua procura aumentado nos ultimos
anos. O chili em p6é é a especiaria mais importante exportada a partir da india, sendo
cerca de 20-30% utilizado para preparacdes em po com uma exportagdo de 22 mil
toneladas por ano [21, 22].

A capsaicina, um dos principais componentes do chili, est4d a tornar-se a nivel
mundial no principal farmaco baseado em plantas devido aos seus beneficios como
analgésico e nutracéutico e pelas suas propriedades antioxidantes. E sabido que esta
planta possui inUmeras propriedades benéficas, sendo vastamente utilizada no
tratamento de dores de garganta, tosse, asma, artrite, indigestéo acida e dores de ouvido.
Além destas propriedades, a capsaicina promove uma melhor visdo, acelera o parto,
reduz coagulos sanguineos, trata graves dores de cabeca, feridas infetadas e derrames,
aumenta a circulagdo sanguinea e alivia dores reuméticas. A ingestdo de capsaicina
estimula a produgéo de endorfinas, que ddo uma sensacéo de prazer [12, 22].

Piper nigrum L., ou pimenta preta, pertencente a familia Piperaceae, tem uma
posicéo importante entre as especiarias e € muitas vezes referida como “The King of
Spices” ou “Ouro Preto”. De um modo geral, a pimenta € o tempero mais utilizado na
culinaria, mas também é muito conhecido pela sua grande variedade de propriedades
medicinais [23]. O maior produtor mundial é a China, mais especificamente as ilhas
Hainan, responsaveis por mais de 80% da produc¢do anual de pimenta preta, sendo que o
comércio anual desta especiaria ronda os 494 milhdes de dolares [22, 24]. A pimenta
preta € comercializada em frutos secos inteiros ou produtos de valor acrescentado como
a pimenta branca, pimenta preta em pd, pimenta verde desidratada, 6leo de pimenta ou
oleorresina. A pimenta em pé é a forma mais comum a disposi¢gdo do consumidor e 0
facto do seu processo produtivo ser amigo do ambiente, aumenta a sua demanda no

mercado mundial. A exportacdo média anual é de aproximadamente 32,4 mil toneladas
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no valor de 99,5 milhdes de ddlares, ou seja, cerca de 12% do total das exportacdes
globais totais de pimenta [22].

Estudos farmacoldgicos e clinicos revelaram que a piperina, um composto da
pimenta preta, tem atividade antipirética, analgésica, anti-inflamatoéria, antioxidante e
hepatoprotetora. As alcamidas, por outro lado, séo particularmente relevantes devido as
suas diferentes propriedades bioldgicas, tais como inseticidas, antibacterianas, anti-
inflamatorias e antioxidantes [25, 26]. Os frutos de Piper nigrum sdo anti-helminticos,
antiasmaticos e sdo utilizados para tratar a dor, insénias e epilepsia [25]. Para além
disso, a pimenta preta favorece a digestdo, melhora o apetite, trata a tosse, dispneia,
dores de garganta, febre, cdlicas, disenteria e infe¢Bes por larvas. Tem um efeito protetor
nas principais enzimas do figado e nao tem efeitos mutagénicos nem carcinogénicos [26].

Em termos botanicos, Curcuma longa L. (sin. Curcuma domestica), conhecida por
Acafrdo da india ou curcuma, estd classificada como pertencente & familia das
Zingiberaceae, sendo nativa da india e Asia Meridional [27]. Os seus rizomas sdo
comercializados mundialmente para produzir o conhecido acafrdo em pé6, bastante
utilizado na culinaria [22]. A india destaca-se como o principal produtor e exportador de
curcuma com uma produgdo anual que ronda 716,84 mil toneladas, exportando
aproximadamente 46,5 mil toneladas avaliadas em 383 milhdes de délares. Cerca 61%
da curcuma indiana exportada € comercializada como agafrdo em pé [22].

Os O6leos de curcuma possuem propriedades bioldgicas antifungicas,
antioxidantes, anti-inflamatérias, antiespasmaddicas, antiplaquetarias, anticoagulantes,
antifibréticas, antivirais e anticancerigenas. Na medicina tradicional, esta especiaria é
usada para tratar variadas doencas, incluindo disturbios biliares, flatuléncia, anorexia,
tosse, disfungcbes hepaticas, reumatismo, sinusite, diabetes, dores de estdbmago,
disenteria, Ulceras, ictericias, artrite, entorses, feridas, acne e infegdes oculares.
Funciona como antidoto para certos venenos e como repelente de insetos [22, 28-31]. A
curcuma pode também ser usada como fluidificante do sangue, na redug&o dos niveis de
colesterol e 0 seu principal componente, a curcumina, revelou ter efeitos benéficos na
doenca de Alzheimer [27, 32].

Botanicamente classificado como Carthamus tinctorius L., o cartamo ou agafréo-
bastardo como € vulgarmente conhecido, € por vezes confundido com o Acafrdo
auténtico. Esta planta pertence a familia das Asteraceae e é originaria do Irdo, Noroeste
da india e Africa [27]. As flores de cartamo e o 6leo das suas sementes sdo largamente
utilizados para os mais diversos fins. As flores, em particular, sdo usadas para a extracédo
de corantes importantes na culinaria mas também na tinturaria, pintura e cosmética. Por
outro lado, as suas sementes, muito apreciadas pelos passaros, originam um oleo

alimentar de elevado valor dietético. Sao também usadas como exsicantes em tintas e
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vernizes para pintura e cosmeética, devido as suas propriedades emolientes e
regeneradoras do tecido cutdneo. Tanto as flores, como os Oleos e sementes tém
importantes propriedades medicinais [27, 33]. Como exemplo destas propriedades
salientam-se: a prevengao de abortos e infertilidade; acdo anti-inflamatéria; tratamento de
problemas menstruais, doengas cardiovasculares, vasculares cerebrais e coronarias,
ferimentos, pressao sanguinea elevada, diabetes, etc. Os chas de cartamo tém sido
muito utilizados, principalmente, pelos seus efeitos conhecidos no fortalecimento do
corpo e efeitos terapéuticos, nomeadamente melhorias na hipertensao, anginas, artrite,
problemas de articulagdes, constipacdes e na reducao dos niveis de colesterol [33-35]. O
6leo de cartamo, rico em acido linoléico conjugado, tem acao reconhecida na redugao da
gordura corporal e aumento da tonicidade muscular, pelo que tem particular interesse

comercial a nivel alimentar também como suplemento [27].

1.2 Adulteracao de plantas aroméaticas e especiarias

A adulteracdo em especiarias e plantas aromaticas €, infelizmente, uma pratica
comum que tem vindo a aumentar a par do aumento do comércio, afetando diretamente o
consumidor e indiretamente o préprio desenvolvimento econdmico. Como tal, esta
tendéncia ndo pode ser negligenciada no ambito das correntes de abastecimento global
que enfatizam constantemente a diferenca entre produtores, fornecedores e
consumidores [1]. A detecdo de adulterantes torna-se assim importante para avaliar a
qualidade do produto, verificar a concorréncia desleal e garantir a protegdo do
consumidor contra praticas fraudulentas. Os consumidores exigem informacgdes claras e
precisas para tomar decisdes sobre a propria dieta, sendo essenciais para escolher um
produto em detrimento de outro. A escolha do consumidor pode também refletir estilos de
vida, preocupagdes religiosas (por exemplo, o vegetarianismo, a preferéncia por produtos
organicos, a auséncia de carne de porco para Judeus ou Mugulmanos e carne de vaca
para Hindus) ou de saude, uma vez que o consumo de produtos que contenham
constituintes/ingredientes ndo declarados pode causar intoxicagdo ou reacdes alérgicas
em individuos sensibilizados. No caso em que o produto sofreu processamento
removendo a capacidade de distinguir os ingredientes, uma informacéo correta e fiavel
torna-se essencial [22, 36].

As especiarias s&o geralmente compostos de material vegetal seco ou
processado e, tal como as plantas aromaticas, sdo dotadas de um sabor ou aroma
especifico, devido a presencga de 6leos essenciais, cuja abundéancia e perfil quimico sdo

reputados como principal marcador de qualidade (Tabela 1). No entanto, a adicdo de
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plantas ndo-aromaticas ou drogas vegetais com um aroma muito semelhante pode ser
dificil de detetar se cuidadosa e devidamente executada. A adicdo de matéria estranha
que nao é reconhecida a primeira vista ou de diferentes plantas de menor valor
comercial, mas com perfil aromatico semelhante e pertencente a mesma familia botanica,

sdo formas muito comuns de adulteragéo.

Tabela 1 - ParAmetros de qualidade previstos por algumas organizagdes para plantas aromaticas
e especiarias. Adaptado de: [37].

Produto Umidade Cinzas Ciniz::otljgvéeci:;dos Oleos volateis
Anis 12 (ISO) 9 (ISO) 2,5 (AFNOR) 1(1SO)
Basilico (BSI) 12 16 3,56 0,5
Louro (ISO) 8 7 2 1
Cardamomo (ESA) 12 9 2,5 4
Cassia (ESA) 14 7 2 1
Sementes de aipo (ISO) 11 12 3 1,5
Chili (ISO) 11 10 1,6 -
Canela (ESA) 14 7 2 0,4
Cravo-da-india 12 (ISO) 7 (1SO) 0,5 (ISO) 14 (AFNOR)
Coentros 12 (ISO) 7 (ISO) 1,5 (ISO) 0,3 (ESA)
Cominhos (ESA) 13 14 3 0,5
Semen(tzség()e endro 12 10 25 1
Alcaravia (ISO) 13 8 1,5 2,5
Sement(elgg? funcho 12 9 2 15
Fenacho (ISO) 12 7 2 -
Pé de alho 7 (ESA) 6 (ESA) 0,5 (ISO) -
Gengibre 12 (ISO) 8 (ISO) 2 (ESA) 1,5 (ISO)
Clava 10 4 0,5 5
Majorana (ISO) 12 10 2 1
Menta (1SO) 13 12 2,5 0,5
Mostarda (BSI) 10 6,5 1 -
Noz-moscada 12 (ESA) 3 (ISO) 0,5 (ISO) 6,5 (ESA)
Orégéos (BSI) 12 10 2,5 1,5 (ESA)
Pimenta preta 12 (ESA) 7 (1SO) 1,5 (ESA) 2 (1SO)
Rosemarinho 10 (ISO) 8 (ESA) 1 (ESA) 1 (ISO)
Acafrdo (ISO) 12 8 1 -
Salvia (ISO) 12 12 2 1,5
Estragdo (ESA) 8 12 1,5 0,5
Tomilho 12 14 (ISO) 12 (ISO) 1 (1SO)
Curcuma (BSI) 12 8 2 25
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Assim, as plantas aromaticas e as especiarias mais adulteradas sao as que
possuem elevado valor comercial e baixa disponibilidade, como é o caso do Acgafrao
(Crocus sativus L:), ou aquelas que sdo comercializadas em grande volume, em que
pequenas percentagens de adulterantes podem levar a grandes ganhos fraudulentos,
como nos casos de pimenta preta, chili ou orégaos [7]. Por exemplo, no caso do orégéo,
apesar da sua grande disponibilidade a baixo custo nos supermercados e mercearias de
todo o mundo ser sem duvida uma circunstancia favoravel para os consumidores, a
concorréncia comercial e o fraco controlo de toda a cadeia de fornecimento pode levar a
um aumento de riscos em termos de fraudes comerciais e econdmicas [13]. Um estudo
recente do mercado europeu entre 2000 e 2007 revelou que, na maior parte das vezes,
produtos rotulados e vendidos como orégdo mediterranico auténtico ndo correspondem
ao declarado, sendo evidéncia de uma pratica que consiste na adigéo de:

I. plantas que carecem de um perfil de 6leo essencial claramente detetavel (Rubus

sp., Cistus incanus L., Rhus coriaria L.) [7],

II.  Oleos essenciais de plantas com sabor a orégao, maioritariamente pertencentes a

familia Lamiaceae (Satureja montana L., O. majorana L.) [7], e

lll.  espécies da familia Oleaceae e Eleagnaceae, em particular Olea europaea L. [13].

Relativamente ao chili, as preparacbes em pO sdo as mais vulneraveis a
adulteracdo com substancias estranhas que ndo sdo detetadas visualmente [22]. Esta
reportado que o chili em p6 é adulterado através da adicdo de quantidades extra de
pericarpo branqueado, sementes, cdlices e pedunculos para aumentar o volume, mas
sem afetar a aparéncia visual. Pode também ser adulterado com corantes artificiais
(alcatrdo de carvao vermelho e vermelho de Sudao), améndoa em po, polpa de beterraba
vermelha e frutos secos ou em p6 de Zizipus nummularia [38, 39].

No caso da pimenta preta, o elevado valor comercial e o facto de ser
comercializada em grandes volumes sdo as principais razdes responsaveis pela sua
adulteracdo. As sementes de papaia (Carica papaya L.) sdo um dos adulterantes mais
comuns da pimenta preta devido a sua semelhanca estrutural, ao seu baixo custo e a
facil disponibilidade. Assim, uma adulteracdo ndo detetada das bagas de pimenta preta
com sementes de papaia pode levar a adulteracdo dos produtos de valor acrescentado
que sédo obtidos a partir das bagas, como a pimenta em p6 ou oleorresinas, podendo até
ter efeitos deletérios nas pessoas que os consomem, pois foi relatado que estas
sementes podem causar alguma toxicidade e afetar a fertilidade [22, 23]. A pimenta preta
pode também ser substituida por bagas de espécies selvagens de Piper, como P.
attenuatum e P. galeatum que s&@o mais baratas. Frutos secos de Lantana camara,

Embelia ribes, sementes de Mirabilis jalapa e frutos de Schinus molle sdo outros
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adulterantes menores. O amido proveniente de fontes economicas ou diferentes partes
da planta com menor qualidade podem também funcionar como adulterantes [22].

A curcuma € provavelmente a especiaria mais sujeita a adulteragdo devido ao
facto de ser frequentemente vendida na sua forma moida [22, 31]. As adulteracdes
podem ser efetuadas com outras plantas ou compostos quimicos sintéticos, por exemplo
cores artificiais como Amarelo de Metanilo, Orange Il e cromato de chumbo ou p6 de giz
e pedra sabdo amarela. No entanto, as adulteracées mais frequentes séo realizadas com
plantas, normalmente com rizomas de espécies relacionadas mais econdémicas e
especialmente com as que contém o0 pigmento corante curcumina, como Curcuma
zedoaria (Curcuma xanthorrhiza), Curcuma malabarica e Curcuma aromatica [22, 40].
Estas ultimas séo relatadas como sendo toxicas, por isso a sua adicdo a curcuma pode
levar a riscos para a saude publica [31, 41].

Quanto ao Acafréo, devido ao seu elevado valor comercial e a grande demanda
de producdo, este é regularmente adulterado com o0s mais diversos materiais e
estratégias mais baratas. Corantes artificiais e naturais, compostos minerais, outras
especiarias e partes de outras plantas com cor e morfologia semelhantes tém sido
deliberadamente adicionados como adulterantes em estigmas secos de Acafréo a fim de
aumentar o volume e o peso de lotes comerciais. Os materiais mais frequentemente
encontrados séo flores de Carthamus tinctorius, Calendula officinalis e Arnica montana,
sementes de Bixa orellana, pétalas de Hemerocallis sp., rizomas em p6 de Curcuma
longa e estigmas de Crocus vernus [42].

Matérias-primas de elevada qualidade sdo fundamentais para a producdo de
alimentos com valor nutricional adequado e sabor desejavel. Os controlos de qualidade
sdo feitos por varios testes laboratoriais, 0s quais representam o ponto de partida
obrigatério para um bom sistema de rastreabilidade de alimentos. Os governos tém
diferentes orientacdes nacionais para a producéo e preservacdo de alimentos, enquanto
a definicdo de que testes deverdo ser utilizados para avaliar a qualidade e a seguranca
dos alimentos é da responsabilidade de varias agéncias independentes, como a
American Food and Drug Administration e a Autoridade Europeia de Seguranca

Alimentar.

2 Métodologias utilizadas na avaliacdo da autenticidade de plantas

aromaticas e especiarias

A crescente procura por sistemas confiaveis de rastreabilidade de alimentos tem

encaminhado a investigacao cientifica para o desenvolvimento de diferentes abordagens
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analiticas para a detecdo de fraudes. Atualmente existem numerosos métodos, muitos
baseados na caracterizacdo morfolégica/anatomica, em marcadores organoléticos (odor,
cor, textura) ou testes quimicos para a avaliagdo da autenticidade de alimentos e a
deteg¢do da presenca de adulterantes [43, 44]. De uma forma geral, as trés estratégias
basicas usadas para identificar adulteragbes em alimentos e produtos agricolas incluem:

o demonstragdo da presenca de uma substancia estranha ou de um marcador;

¢ demonstracdo de que um componente esta desviado do seu nivel normal e

¢ demonstracdo da improbabilidade desse perfil ocorrer.

Entre estas, a primeira estratégia € considerada a melhor e a mais simples [22].
As técnicas analiticas utilizadas para detecao de adulterantes ou para autenticagdo de
determinado produto incluem métodos fisicos, métodos quimicos/bioquimicos,
imunoensaios e, mais recentemente, ferramentas moleculares baseadas na analise de
ADN [22].

2.1 Métodos fisicos e quimicos

Os métodos fisicos usados na detecdo de adulteragdes incluem a avaliagao
estrutural por visualizagdo macroscopica e microscopica, bem como a analise de outros
parametros fisicos como a textura, a solubilidade, a densidade e as propriedades
organoléticas [22].

A analise macroscdpica avalia caracteristicas como a forma, a cor e o odor,
enquanto a analise microscopica revela as caracteristicas dos componentes celulares ou
tecidos da especiaria ou planta aromatica, ou ainda dos seus derivados que podem ou
nao ser processados. Estas analises, apesar de bastante uteis em certos casos para a
autenticacdo e detecdo de adulterantes, exigem experiéncia na avaliagdo de
caracteristicas macroscopicas e microscépicas do produto, especialmente quando os
produtos estdo processados na forma de pd, misturados com outro tipo de produtos ou
degradados devido a um mau armazenamento/processamento. Estas analises nao
fornecem meios inequivocos de autenticagao, principalmente para espécies relacionadas
pois muitas vezes possuem caracteristicas estruturais semelhantes. A precisdo e
fiabilidade dos resultados ira depender muito dos examinadores, tornando esta analise
maioritariamente subjetiva. Para além disso, outros fatores tais como a origem
geografica, o periodo de crescimento e as condigdes de armazenamento podem afetar a
estrutura do material [22, 43, 45].

Os métodos quimicos podem incluir técnicas cromatograficas e espetroscopicas,
tais como HPLC, TLC, GC, GC-MS, NMR, LC-MS e LC-NMR, e métodos imunoldgicos
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como ELISA [22]. Destaca-se ainda a utilizagdo de isozimas, as quais podem ser
definidas como multiplas formas moleculares de uma Unica enzima, tendo normalmente
propriedades enzimaticas semelhantes e pequenas diferencas na composicao
aminoacidica [46]. Sendo constituidas por aminoacidos, as isozimas tém uma carga
elétrica que deles depende, podendo por isso serem separadas por eletroforese e
permitir detetar varia¢des alélicas [46, 47].

A caracterizacdo quimica é muito util na detecdo de adulterantes como drogas
sintéticas ou fitoquimicos. Os perfis fitoquimicos podem variar bastante consoante a
forma como a planta foi processada ou de acordo com as condigbes ambientais em que
as plantas foram cultivadas. No entanto, para muitos produtos, os compostos marcadores
podem-se sobrepor com os de espécies relacionadas, mas n&o desejadas, em alguns
casos os padrdes quimicos podem ser demasiado raros ou caros, ou ainda, podem né&o
ter sido identificados marcadores para um determinado tipo botanico [22]. No caso dos
imunoensaios, a sua aplicabilidade podera ser limitada quando utilizados em alimentos
processados uma vez que as proteinas poderdo estar degradadas, dificultando a sua
detecdo. O nivel de expressao de proteinas estd dependente do tecido e portanto,

fornece resultados somente do tecido escolhido para identificagédo [36].

2.2 Métodos baseados na analise de ADN

Os métodos baseados na analise de ADN surgiram como alternativas eficazes na
avaliagdo da autenticidade, permitindo ultrapassar algumas das dificuldades
apresentadas pelas técnicas existentes (Tabela 2). O facto das moléculas de ADN
existirem em numero ilimitado em diferentes tecidos biolégicos, sendo independentes da
idade e condigbes ambientais, sdo vantagens a realgar. Os marcadores de ADN estéo
livres de efeitos pleiotropicos (quando um uUnico gene controla diversas caracteristicas do
fendtipo que muitas vezes néo estdo relacionadas), permitindo a monitorizagdo de
qualguer numero de marcadores numa unica populagdo. A analise de ADN pode ser
realizada em qualquer fase do ciclo de vida de um organismo e a partir de quase todos os
seus tecidos, incluindo os mumificados. Um aspeto muito importante relaciona-se com o
facto de as moléculas de ADN manterem integridade suficiente para poderem ser
analisadas, mesmo no caso de alimentos que sofreram processamento, como sdo 0s
casos das especiarias e algumas plantas aromaticas [46]. Nestes casos, os métodos
baseados no ADN sao mais eficazes, sendo também passiveis de serem aplicados a
diferentes matrizes alimentares. Além disso, as moléculas de ADN fornecem mais

informagbes sobre um determinado organismo do que as proteinas, podendo ser
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facilmente extraidas mesmo quando presentes em pequenas quantidades no material
organico [44]. No entanto, um marcador molecular deve estar facilmente disponivel, ser
altamente polimérfico e reprodutivel, seletivamente neutro para diferentes condigbes
ambientais e praticas de manuseamento, o que sdo condicbes muitas das vezes dificeis
de se obter. Por isso, dependendo do estudo a realizar, um marcador molecular devera
ser selecionado tendo em conta o cumprimento de todos o0s requisitos acima

mencionados [36].

Tabela 2 — Comparagdo do nivel de competéncia técnica e custos necessarios para varios
métodos de autenticacdo. Adaptado de: [43]

Métodos Autenticagao Competéncia técnica Custo
Andlise morfoldgica +++ +
Analise Proteinas +++ 4
TLC ++ ++
LC-MS +++++ e+
Analise ADN +++ 4+

A analise de ADN torna-se assim uma ferramenta fundamental na detecéo
inequivoca de qualquer adulterante biolégico e na identificagdo de espécies
geneticamente relacionadas. Permite autenticar alimentos processados ao identificar a(s)
espécie(s) de origem com base na informagédo genética. Torna facil a identificagédo de
alimentos geneticamente modificados e atesta a seguranga dos alimentos, pois deteta
facilmente patogénios e alergénios em alimentos [36].

A maioria dos métodos com alvo em marcadores de ADN baseia-se na reagao em
cadeia da polimerase (PCR) e requerem apenas algumas cépias de ADN para analise. A
sequenciacao de ADN e, mais recentemente, DNA barcoding séo outras abordagens
também utilizadas na analise de ADN com aplicagdo na identificacdo de plantas em
alimentos. Os métodos baseados na amplificacdo de ADN para a detecao de adulterantes
e avaliagdo da autenticidade incluem técnicas que nao necessitam do conhecimento
prévio da sequéncia a analisar, tais como: RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA),
ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) e AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism). Das técnicas que se baseiam no uso de primers especificos, destacam-
se: SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions), SSR (Simple Sequence
Repeats) ou microssatélites, PCR em tempo real e PCR-sequenciagao. A abordagem
recente designada por DNA barcoding sera também referida por permitir a analise da

variabilidade de pequenas regides especificas do genoma pelo uso de primers
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especificos.

2.2.1 Fundamentos da PCR

A técnica de PCR baseia-se no mecanismo de replicacdo do ADN in vivo de forma
a amplificar segmentos especificos de ADN proveniente de qualquer por¢do de material
genético que possa ser considerada alvo e de ser replicado numerosas vezes. Uma
amplificagédo tipica inclui: o ADN alvo, uma polimerase de ADN termoestavel, dois
oligonucleodtidos utilizados como primers, desoxirribonucledtidos trifosfato (dNTP),
tampao e magnésio. Apds mistura dos reagentes, a reagdo ird decorrer em trés etapas
distintas que correspondem a temperaturas diferentes. Cada série de temperaturas é
definida como ‘“ciclo de amplificagao”. Estes ciclos sido repetidos de 25 a 45 vezes,
dependendo da quantidade de ADN medido no inicio da reacao [48]. Assim, o numero de
sequéncias-alvo ira crescer exponencialmente a par do aumento do numero de ciclos ao

longo da reacao (Figura 2) [49, 50].
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Amplificagdo exponencial:

21 = 2 cépias  2%2= 4 cépias 23 = 8cépias 2* = 16 cépias 23> = 34 bilides de cépias

Figura 2 — Representagao esquematica da amplificagao de um fragmento de ADN pela técnica de
PCR. De um ponto de vista tedrico, a quantidade de ADN alvo cresce exponencialmente ao longo
dos ciclos, resultando em 34 bilides de cépias idénticas ao fim de 35 ciclos. Adaptado de: [49].

As trés etapas de temperatura de cada ciclo de amplificagdo designam-se por:

1. Desnaturacdo: na primeira etapa de temperaturas, que ronda o0s 94-95°C
durante 15 a 45 segundos, ira favorecer a separacdo do ADN alvo de cadeia
dupla em cadeias simples;

2. Hibridag&o: a temperatura da reacdo baixa para 48-65°C durante 15 a 45

segundos, levando a ligacdo dos primers (especificos para o fragmento de
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ADN alvo) as moléculas de ADN de cadeia simples. A temperatura 6tima para
este passo depende da composicdo dos primers utilizados;

3. Extensdo: a temperatura sobe para os 72°C, favorecendo a ligagdo da Taq
polimerase, que ira sintetizar as cadeias complementares a partir dos primers.
Esta etapa dura entre 30 segundos a alguns minutos dependendo do
comprimento dos fragmentos a amplificar (Figura 3).

DNA de cadeia dupla

—> 1. Desnaturagdo (~95°C) l

2. Hibridagdo (48 a 65°C) l

| sommm—
3. Extensdo (72°C) ) l

l 25— 45 ciclos

Figura 3 — Representagcédo esquematica das trés etapas de amplificagdo por PCR (desnaturagéo,
hibridacao e extensao), que resulta na duplicagdo da quantidade de ADN alvo. Adaptado de: [49].

Os produtos amplificados podem ser analisados por tamanho, quantidade,
sequéncia e serem utilizados em inumeros procedimentos experimentais. Uma das
analises mais frequentes consiste na separagao dos fragmentos por eletroforese, sendo

as bandas detetadas por diferentes métodos como coloragéo ou autoradiografia [47].

2.2.2 RAPD

RAPD é um método que envolve a amplificagéo de fragmentos de ADN gendémico,
usando pequenos primers (normalmente de 10 nucleétidos) e de sequéncia arbitraria
para desta forma detetar polimorfismos de ADN de forma aleatéria [46]. Os polimorfismos
a detetar sdo o resultado de uma substituicdo de pares de bases por inser¢des ou
delegbes que modificam o local de ligagao dos primers, ou insergdes na sequéncia
genomica que separam o local de ligacdo do primer gerando uma sequéncia de
amplificacdo de tamanho diferente ou até nao permitindo que a amplificagdo ocorra. Em

média, cada primer dirige a amplificagao de varios loci discretos no genoma, tornando o
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ensaio util para o rastreio eficiente de polimorfismos entre individuos. No entanto, devido
a natureza conjetural da amplificacdo do ADN com primers aleatérios, € importante
otimizar e manter as condi¢cdes de reacao de forma consistente para que a amplificacéo
do ADN seja reprodutivel. O perfil de fragmentos amplificados é depois analisado por

eletroforese em gel de agarose (Figura 4) [47, 51].

< CATTAGCGAC
CAGCGATTAC ——>

< CATTAGCGAC
CAGCGATTAC ——>

<—— CATTAGCGAC

‘ Amplificagdo

CAGCGATTAC

‘ Separacao

Figura 4 - Representagdo esquematica da amplificacdo do ADN através de um Unico
oligonucleotido de aproximadamente 10 bases (primer) pela técnica de RAPD e separagéo dos
produtos por eletroforese em gel de agarose. Adaptado de: [44] .

As principais vantagens deste método estdo associadas a rapidez e facilidade de
execugao, nao requerendo elevadas quantidades de ADN a analisar nem conhecimento
prévio do genoma ou das sequéncias. Para além disso, fornece um mumero ilimitado de
marcadores por todo o genoma e revela um elevado nivel de polimorfismo intra- e inter-
espécies que mostram um baixo polimorfismo usando outros marcadores [46, 47, 52]. No
entanto, esta técnica apresenta uma baixa reprodutibilidade, requerendo grandes
cuidados com as condi¢des de reacdo e contaminagdes e o uso de extratos de ADN de
elevado nivel de purificagdo e peso molecular [47].

Esta técnica tem sido bastante utilizada na detecdo de adulterantes de plantas
devido ao seu baixo custo de operagdo e a capacidade para discriminar diferentes

espécies botanicas [44].
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2.2.3 SCAR

Os marcadores SCAR (Sequence Characterized Amplified Region) sé&o
fragmentos de ADN amplificados por PCR usando primers especificamente desenhados a
partir das sequéncias nucleotidicas selecionadas e sequenciadas de um dado perfil de
RAPD [47, 53]. Apés a amplificagcdo os fragmentos sdo analisados por eletroforese em
gel de agarose [47].

Este método tem como principais vantagens a rapidez e facilidade de execucéo,
para além de uma maior reprodutibilidade do que a técnica RAPD para cada locus
especifico. Por se basear numa amplificacdo especifica por PCR, necessita apenas de
pequenas quantidades do ADN alvo (10-100 ng por reagado). A principal desvantagem
reside na necessidade de ter informagao prévia da sequéncia a amplificar [47].

A conversdo de marcadores RAPD em marcadores especificos SCAR torna o
processo de detecdo de potenciais adulterantes de amostras comerciais num método

mais facil, sensivel e especifico [44].

2.24 SSR

Os microssatélites ou marcadores SSR (Simple Sequence Repeat) sao repeticdes
em tandem de sequéncias simples que consistem frequentemente em dois, trés ou quatro
nucleétidos que se podem repetir 10 a 100 vezes e que estdo espalhados pelo genoma
da maior parte das espécies eucaritticas. O numero de cépias destas repeticdes, que
pode ser altamente variavel devido a um crossing-over desigual, estd na base dos
polimorfismos, os quais podem ser detetados por amplificagédo por PCR com um conjunto
de primers especificos [46, 47].

Se as sequéncias nucleotidicas das regides que flanqueiam os microssatéllites
forem conhecidas, podem ser desenhados primers especificos (geralmente 20-25 pb)
para amplificar os microssatéllites por PCR [54] (Figura 5). O procedimento para o
desenvolvimento de marcadores SSR, na auséncia de dados suficientes da sequéncia,
inclui a construgdo de uma biblioteca de ADN e pesquisa da biblioteca com sondas
correspondentes as sequéncias repetitivas desejadas. De modo a desenhar primers
unicos que flanqueiam regibes SSR, é necessaria a sequenciacdo dos clones
selecionados. Por estes motivos, o desenvolvimento destes primers é muitas vezes um
processo laborioso e dispendioso [46].

As vantagens desta técnica relacionam-se com a elevada abundancia de
microssatélites em eucariotas e a sua distribuigao aleatéria por todo o genoma. A elevada

reprodutibilidade das analises dos microssatélites e o facto de nado requerem ADN de
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qualidade e quantidade elevadas sao vantagens a referir [54]. No entanto, a necessidade
do conhecimento prévio da sequéncia a analisar e o0s elevados custos de
desenvolvimento quando as sequéncias dos primers para o alvo em estudo nao estéo
disponiveis dificultam a aplicacdo da técnica. Para elém disso, mutagdes nos locais de
ligacdo dos primers podem resultar na ocorréncia de alelos nulos (auséncia de
amplificagdo por PCR do produto em questdo), o que pode levar a erros na avaliagao
genotipica [47, 54].

As sequéncias de microssatélites sdo especialmente adequadas na distingdo de
gendtipos relacionados. Devido a sua grande variabilidade, sdo também usados em
estudos de populagdes e na identificagdo de cultivares estritamente relacionadas [47].
Nas plantas, foi demonstrado que os microssatélites podem ser altamente informativos,

permitindo até a distingdo entre individuos [46].

----- Repetices

T: Primers

Durante o processo de PCR ...
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Figura 5 - Representacdo esquemética das técnicas de SSR e ISSR. Em SSR s&o usados primers
complementares a sequéncias que flanqueiam as regides repetitivas a amplificar, enquanto em
ISSR sé&o utilizados primers nas regides complementares as proprias regibes repetitivas a
amplificar. Adaptado de: [51].

2.25 ISSR

A técnica de ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) consiste na amplificagdo de
fragmentos de ADN de aproximadamente 100-3000 pb localizados entre regides
adjacentes de microssatélites. Esta técnica usa primers em regides complementares aos
préprios microssatélites para amplificar regides ISSR de diferentes tamanhos através da
PCR [46, 47] (Figura 5). Sdo gerados simultaneamente cerca de 10-60 fragmentos a
partir de multiplos loci, separados por eletroforese em gel e avaliados segundo a
presenga ou auséncia de fragmentos de um determinado tamanho [54].

E um método simples e rapido que combina a maior parte das vantagens dos
microssatélites (SSR) e AFLP e a universalidade da RAPD [46]. Possui também
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vantagens em termos de reprodutibilidade, com valores relatados de 99%, o facto de ndo
serem necessarios dados de sequéncia para construgdo dos primers, nao exigir elevadas
quantidades de ADN por reagéo (5-50 ng) e pelos ISSR estarem distribuidos por todo o
genoma [46, 54].

Esta técnica tem sido rapidamente adotada pela comunidade cientifica em varias
areas do melhoramento de espécies de plantas. Tem sido bastante util em estudos de
diversidade genética, estudos filogenéticos, marcagdo genética, mapeamento de

genomas, em biologia evolutiva, € numa vasta gama de espécies cultivadas [55].

2.2.6 AFLP

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) é uma técnica de sequéncia
arbitraria e de ADN fingerprint que deteta fragmentos de restricao amplificados por PCR
depois da digestdo do ADN gendmico por endonucleases de restricdo. Os polimorfismos
sado detetados através das diferencas no comprimento dos fragmentos amplificados por
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE), por eletroforese capilar ou por
metodologias autoradiograficas ou de fluorescéncia. Assim, os AFLP sao fragmentos de
ADN (80-500 pb) obtidos da digestdo com enzimas de restricdo, seguida pela ligacao a
adaptadores de cadeia dupla, complementares aos locais de restricdo dos produtos de
digestdo, e uma amplificagao seletiva por PCR com primers especificos da sequéncia do
adaptador/local de restricdo (Figura 6) [47].

Em organismos complexos, como as plantas, sdo efetuadas duas amplificagdes: a
primeira consiste numa pré-amplificacdo que pode ou nao conter primers especificos; a
segunda utiliza os produtos diluidos da pré-amplificagdo como template recorrendo a
primers especificos [44].

Os perfis das bandas correspondem as variagdes nos locais de restricdo na regido
do ADN em questao, sendo que estes fragmentos sdo gerados simultaneamente a partir
de diferentes locais genémicos (50-100 fragmentos por reagao) [47].

Possui como vantagens o facto de possuir uma reprodutibilidade e sensibilidade
consideravel, permitir a distingdo entre organismos homozigéticos e heterozigoticos pela
intensidade das bandas, distinguir organismos estritamente relacionados e ter uma larga
aplicabilidade. Adicionalmente, ndo necessita da informagdo da sequéncia para o
desenho de primers, e fornece um grande numero de marcadores polimérficos numa
unica reacgao [46, 47]. No entanto, apresenta como principais desvantagens o facto de
necessitar de ADN de elevada pureza e peso molecular para evitar gerar falsos

polimorfismos, que levam a erros de identificagao [54].
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Figura 6 - Diagrama esquematico das etapas da técnica de AFLP. Adaptado de: [36].

2.2.7 PCRem tempo real

A técnica de PCR em tempo real é utilizada para detetar e quantificar
simultaneamente uma ou mais sequéncias especificas de uma amostra de ADN. O
procedimento segue o principio geral da PCR, mas a sua principal caracteristica consiste
na capacidade de monitorizar o progresso de amplificagdo a medida que este decorre. Ao
contrario da PCR convencional, os dados séo recolhidos ao longo dos ciclos e nao
somente no final da reagdo. Nesta ultima, o alvo amplificado é identificado somente
depois do ultimo ciclo de amplificagao ter acabado, sendo posteriormente efetuada uma
analise por eletroforese em gel de agarose para separagao e visualizacdo dos produtos
amplificados. A PCR em tempo real € um processo quantitativo, pois permite obter dados
no inicio da fase exponencial de amplificacdo, que sao, nesta fase, diretamente
proporcionais a quantidade de ADN inicial na reacéo [56]. O mesmo nao ocorre na PCR

convencional, na qual os dados sdo obtidos no final da fase exponencial ou, mais
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frequentemente, fase plateau, em que o produto final amplificado ndao é diretamente
proporcional a quantidade de ADN inicial.

A detecao dos produtos da PCR é efetuada através da medicdo da acumulacéo de
um sinal de fluorescéncia que esta correlacionado diretamente com a quantidade de
produtos amplificados a medida que a reacéo ocorre. Este sinal é obtido por um de dois
métodos: corantes fluorescentes ndo especificos que se intercalam em qualquer cadeia
dupla de ADN ou sondas de ADN de sequéncia especifica constituidas por
oligonucleoétidos marcados com um elemento fluorescente — o fluoréforo — que permite a
detegao somente apds a hibridacdo da sonda com a cadeia de ADN complementar [57].

A selegdo do melhor método passa pela experiéncia individual, pelo nivel de
sensibilidade e precisdo necessarias para a analise dos dados, para além do orgamento
disponivel. Além disso, a escolha do método deve ter em conta a capacidade e a
experiéncia do investigador na concegao e otimizacdo da PCR em tempo real [56].

Na PCR em tempo real que utiliza corantes nao especificos, o corante é adicionado
a reagao, emitindo fluorescéncia aquando da sua ligacdo com o ADN de cadeia dupla,
devido a uma mudanga na conformacdo do ADN. A medida que os produtos da PCR
aumentam, a fluorescéncia também ira aumentar de intensidade, que é medida em cada
ciclo, permitindo assim quantificar a concentragado de ADN. Devido ao facto do corante se
ligar a qualquer parte da cadeia dupla, a escolha de primers é critica para nao levar a
formacado de produtos nao especificos, como dimeros de primers, que irdo alterar o
resultado da quantificagcdo. Uma das abordagens mais simples e comuns de PCR em
tempo real consiste na utilizacdo do corante universal SYBR® Green | que se intercala em
todo o tipo de ADN de cadeia dupla. Como forma de verificar a especificidade da reacgao,
o programa de temperaturas da PCR em tempo real envolve uma etapa designada por
curva de desnaturagao (melting). O incremento crescente de temperatura (0,2-0,5°C/10s)
favorece a desnaturacido das cadeias duplas de ADN, o que provoca uma diminuicdo da
intensidade de fluorescéncia, permitindo desta forma calcular a temperatura de
desnaturagdo (T,) dos produtos de PCR obtidos através do tracado da curva de
desnaturagdo. Este tracado permite a diferenciagcdo do fragmento alvo de outros
fragmentos de cadeia dupla, como dimeros de primers que terao uma T, bastante
inferior, assim como perfis de picos de desnaturagdo bem distintos dos produtos
esperados. Mais recentemente, como alternativa ao classico corante SYBR® Green | que
pode interferir com a reagdo de amplificagao, surgiram os corantes de nova geragao, tais
como o novo corante designado por EvaGreen. Este corante apresenta uma
fluorescéncia melhorada, bem como uma melhor resolugido, podendo ser utilizado em
maior quantidade na reagao sem provocar a sua inibicao [58].

Tirando partido do aparecimento destes corantes de elevada especificidade e
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resolugdo, bem como do desenvolvimento de novos equipamentos (termocicladores) de
PCR em tempo real, surgiu nos ultimos anos um novo software de analise designado por
High Resolution Melting (HRM). Depois do ultimo ciclo de amplificagdo dos produtos de
PCR, a curva de desnaturacdo dos fragmentos inicia-se com pequenos incrementos de
temperatura por unidade de tempo (~0,05°C/s), o que possibilita registar todas as
pequenas alteragdes na fluorescéncia emitida. No final, o software HRM vai avaliar todas
as variagdes durante a curva de desnaturacdo, permitindo distinguir diferentes altera¢des
na composicdo e no tamanho dos fragmentos esperados. Deste modo, a simples
alteragdo de um nucledtido por outro (por exemplo a troca de uma adenina por uma
timina) pode ser suficiente para distinguir duas sequéncias nucleotidicas aparentemente
iguais. Esta nova ferramenta tem sido amplamente utilizada nas mais variadas areas
como genotipagem, edicao de ARN ou avaliacdo de mutagdes genéticas (doencas
genéticas) [59-61]. Mais recentemente, tem sido aplicada com muito sucesso na
identificacdo e quantificacdo de adulterantes nos alimentos processados, na
diferenciacao de espécies/cultivares e na detecao de alergénios [61].

Os métodos de PCR em tempo real com a utilizacdo de sondas especificas para o
fragmento alvo aumentam significativamente a especificidade da reagédo, uma vez que a
sonda fiunciona como um “terceiro primer’ que deve estar corretamente alinhado com os
primers forward e reverse. A sonda consiste num oligonucleétido complementar a
sequéncia alvo que possui um fluoréforo na extremidade 5 (responsavel pela

fluorescéncia) e um quencher (anulador de fluorescéncia) na extremidade 3’ (Figura 7).

Polimerizagdo {ﬁ Reporter
Q' Quencher
Forward & Q
Pr{)mer g Sonda
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5 '\\ = 5
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= =
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3 £
57 4—3

x'ik_ B Figura 7 - Esquema de PCR em tempo real
3 I > 5 realizado com sonda de hidrélise do tipo
5 3 TagMan. Adaptado de: [36].
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A proximidade do fluoréforo ao quencher anula a emissao de fluorescéncia. O sistema de
sondas de hidrélise do tipo TagMan™ explora o uso da atividade exonucleasica 523’ da
Taq polimerase para produzir o sinal de fluorescéncia, enquanto as sondas Molecular
Beacons ou primers SCORPION exploram interacbes especificas entre o amplicdo e a
sonda [62]. Quando ocorre a separacao entre o fluoréforo e o quencher, sucede a
emissdo de um sinal de fluorescéncia e a sua detecdo. Um aumento de produtos
amplificados ao longo de cada ciclo leva, assim, a um aumento proporcional da
fluorescéncia [36].

Outra alternativa consiste no uso de duas sondas que possuem fluoréforos cujos
comprimentos de onda de excitagdo e emissao estdo em ressonancia (FRET -
Fluorescence Ressonance Energy Transfer), havendo por isso emissao de fluorescéncia
guando os dois estao fisicamente proximos [62].

A medigao do sinal de fluorescéncia permite efetuar a representacao grafica semi-
logaritmica que se traduz no aumento do sinal em fungdo do numero de ciclos (Figura 8)
e onde se conseguem identificar quatro fases. O numero de ciclos necessarios para a
producdo de sinal de fluorescéncia estatisticamente acima do nivel de ruido do aparelho
€ designado por Ct (Cycle threshold). Este valor esta inversamente relacionado com a
concentracao inicial de ADN alvo, no inicio da reacdo. Na primeira fase, denominada de
fase lag, as pequenas variagdes de fluorescéncia que se possam observar encontram-se
sempre abaixo da linha threshold e correspondem ao ruido do aparelho. Na fase
exponencial ocorre um aumento acentuado de fluorescéncia, proporcional a quantidade
de ADN que esta a ser amplificado. A medida que os produtos de PCR se acumulam, a
atividade da Tag polimerase diminui, o que resulta num aumento ndo exponencial. E
neste ponto que a reagao entra na fase linear. Uma vez que a acumulacao dos produtos
da PCR acaba, devido ao esgotamento de reagentes e perda de atividade da Taq
polimerase, essenciais para a amplificacdo, a reacao entra na fase plateau [56, 63, 64].

Pode ser entdo efetuada uma quantificacdo absoluta ou relativa do ADN de uma
amostra de concentracao desconhecida. A quantificagao absoluta pode ser realizada por
interpolacédo dos valores de Ct numa curva de calibracdo de uma série de diluicbes de
uma concentragdo conhecida de ADN. Apds a amplificagdo dessas diluigbes, a curva de
calibragdo é gerada tragando um grafico dos valores Ct obtidos para cada diluigdo em
funcao do logaritmo da quantidade de ADN.

Por outro lado, existem dois métodos para quantificacao relativa de ADN, o método
da dupla curva de calibracdo e o0 método comparativo do ACt. O primeiro utiliza duas
curvas de calibragdo, uma para a sequéncia de interesse e outra para um gene de
referéncia. As quantidades absolutas de ADN alvo e ADN de referéncia s&o determinadas

por interpolagdo dos valores de Ct nas respetivas curvas, sendo a percentagem desse
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alvo na amostra desconhecida calculada através do quociente entre esses valores,
multiplicado por 100. No método comparativo do ACt usam-se padrbes com
concentragdes conhecidas e compara-se a amplificagao relativa da sequéncia alvo com a
amplificacdo da sequéncia do gene de referéncia. O resultado traduz-se numa curva de
valores de ACt (ACt = Ct gene de referéncia — Ct gene alvo) em fung¢édo do logaritmo da
quantidade ou concentragcdo do alvo a analisar. A quantidade do alvo presente na
amostra é obtida por interpolacédo valor de ACt da amostra com a curva padrao [36, 56,
65].
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Figura 8- Curva de amplificagao por real-time PCR. Adaptado de: [56].

Existem diversos mecanismos que podem interferir com a eficiéncia da amplificacao
por PCR, sendo um deles a inibicdo da actividade da Taqg polimerase. Apesar destes
mecanismos poderem variar, em geral o resultado sera uma reducao na eficiéncia da
amplificacdo. Este parametro também pode ser calculado a partir da curva de
amplificagdo. Para isso, é realizada uma representagdo grafica dos valores de Ct em
funcdo do logaritmo da quantidade de ADN. O valor da eficiéncia (E) sera calculado a

partir da seguinte expressao:

.
E (O/o) = 10( declive) — 1

sendo um declive de 3,32 correspondente uma eficiéncia de 100% [56].

A principal vantagem da PCR quantitativa reside no fato de possuir um dinamico e
largo alcance, de ser um processo potencialmente automatizado e de poder ser utilizada
em aplicagBes de alto rendimento e em larga escala. Fornece resultados quantitativos

diretamente sem recorrer a passos adicionais (ex: eletroforese), ao contrario da PCR
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convencional, e com elevada sensibilidade, parametro essencial para a detegao de
quantidades vestigiais de adulterantes. E capaz de detetar quantidades de ADN iguais ou
inferiores a 10 pg, dependendo da sequéncia alvo e/ou da matriz testada, de processar
mais de 350 amostras individuais em apenas 2 horas (dependendo do numero de pogos
do termociclador) e com um risco minimo de ocorrerem contaminagdes cruzadas. Para
além disso permite analisar fragmentos de pequenas dimensdes, caracteristica util no

estudo de amostras que tenham sofrido elevado grau de processamento [56, 58, 62].

2.2.8 PCR seguenciagao

A sequenciacio é uma técnica que consiste na determinagao da ordem das bases
nucleodtidicas ao longo de uma cadeia de ADN. Esta técnica permite-nos efetuar uma
analise completa da molécula ao fornecer a sequéncia exata de bases num segmento de
ADN.

Primer ' w DNA

Cadeia molde 3’ w—— 5 DNA polimerase : feeeveeostetodl Primer marcado

DNA polimerase +4 dNTPs
+dNTPs (100 M)

ddCTP  ddGTP

W T

+ddTTP +ddCTP

Desnaturacao e separacao das cadeias-filhas por eletroforese

T

(1 uM) (1 uM) i

G

A

o b C

C

e T —C C

G

A G —iT —8 5
etc. etc. etc. etc. A
A

Lo e
C

C

C

G

C

A

: 'lli‘dm HE R _
Sequéncia de DNA

da cadeia original
Figura 9 - Representacdo esquematica da técnica de sequenciagao.
A técnica de PCR sequenciacao envolve a determinagao da sequéncia nucleotidica
dentro de um fragmento de ADN amplificado por PCR, usando primers especificos para

um determinado local gendmico. Apés a amplificacdo, o ADN é dividido em quatro

amostras onde  séo adicionados os quatro desoxiribonucleoétidos, um
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didesoxiribonucleétido diferente para cada reacdo e ADN polimerase. A extensao da
sequéncia concorre com a adicdo dos desoxiribonucléotidos a nova cadeia de ADN e
termina com a adicdo de um didesoxiribonucledtido. Assim, cada reagdo ira ter
fragmentos de tamanhos diferentes que terminam com a adigdo do didesoxiribonucledtido
em questdo. A sequéncia completa € entdo lida em gel de eletroforese (Figura 9) [47].
Esta técnica proporciona a analise da variagao genética entre individuos, para além
de possibilitar a sequenciagcdo de genoma cloroplastidial, mitocondrial e ribossomal.
Adicionalmente possui uma elevada reprodutibilidade, necessita de pouca quantidade de
ADN por reagdo quando este € amplificado por PCR e a maior parte do processo é
passivel de automatizacao [54]. No entanto, tem como desvantagem a cobertura de um
baixo nivel do genoma e o custo elevado quando os primers da regido de interesse nao
estdo disponiveis. Se as sequéncias forem visualizadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida ou por autoradiografia os procedimentos analiticos sdo trabalhosos e
tecnicamente exigentes. Por estes motivos, a maioria dos estudos tem-se focado

somente em um ou alguns loci [47].

2.2.9 Barcoding

Em 2003 foi desenvolvido por investigadores da Universidade de Guelph, Canada,
um novo sistema de identificacdo, o DNA barcoding. Esta abordagem é baseada na
analise da variabilidade de pequenas regides especificas denominadas de DNA barcode,
permitindo assim, através destas sequéncias no genoma de um organismo, identifica-lo e
distingui-lo de outros organismos geneticamente relacionados. Em suma, € uma
combinagdo de tecnologias de sequenciagdo para facilitar a caracterizagdo da
biodiversidade. Este método provou ser util na resolugdo de problemas taxonémicos em
varias aplicagdes tedricas e praticas [66]. O DNA barcoding tem a vantagem de combinar
trés importantes aspetos: molecularizagdo dos processos de identificacao (ou seja, a
investigagdo da variabilidade do ADN para discriminar entre taxa), a padronizacdo do
procedimento e a informatizacao [67].

Hebert et al. [66, 68] propés o sistema de identificacdo para o reino animal
baseado na porcao da extremidade 5 do gene mitocondrial da citocromo ¢ oxidase
subunidade | (cox1, também conhecido por COIl) como a regido padrdo de DNA barcode.
No entanto, em plantas terrestres o ADN mitocondrial tem taxas de substituicdo mais
lentas do que em animais e apresenta uma recombinagdo intra-molecular, limitando
assim a resolugao na identificagdo de plantas [69]. A pesquisa para um analogo do gene
cox1 em plantas terrestres centrou-se no genoma cloroplastidial e nuclear. A regido ITS

(Internal Transcribed Spacers) do ADN ribossomal nuclear (18S-5.8S-26S) tem sido a
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mais utilizada como DNA barcode em trabalhos de autenticagao e sistematica molecular
de plantas [70, 71]. Apesar de existirem algumas limitagdes ao seu uso, como o facto de
estar sujeita a uma evolugdo concertada incompleta que pode levar a existéncia de
copias paralogas divergentes entre individuos e apresentar uma baixa qualidade dos
dados de sequenciacdo e por vezes, de amplificacdo, continua a ser o locus mais
utilizado [71]. Existem diferentes razbes para o seu uso alargado, por exemplo a
disponibilidade de varios conjuntos de primers universais para uma grande diversidade
de grupos taxondmicos. Adicionalmente, o facto do comprimento e sequéncias desta
regido evoluirem rapidamente e, portanto, terem uma elevada variabilidade, fornecendo
frequentemente marcadores moleculares bastante adequados para estudos evolutivos a
nivel das espécies, e o facto de existirem mais de 100 copias de genes rARN numa
célula que permitem uma facil amplificagcdo desta regido [72, 73]. Outra vantagem da
regido ITS esta associada ao facto de ser faciimente amplificavel mesmo a partir de
pequenas quantidades de ADN (elevado numero de cépias de rARN) e do elevado grau
de variabilidade mesmo em espécies geneticamente relacionadas [74]. Mais
recentemente, alguns estudos focaram-se maioritariamente na regido ITS2 como possivel
candidato a DNA barcode por ser uma regido mais curta relativamente a regido ITS.
Consequentemente a regido ITS2 € mais facil de amplificar usando um unico par de
primers, 0 que nado acontece com a sequéncia ITS inteira por possuir uma eficiéncia de
amplificagdo mais baixa. Para além disso, o facto de ter um comprimento menor torna a
sequenciacao mais simples. A regido ITS2 é, por isso, um potencial marcador filogenético
universal, e podera ser amplamente usada em reconstrugdes filogenéticas quer ao nivel
do género quer ao nivel da espécie, com potencial aplicagdo como marcador de
autenticidade de plantas medicinais e aromaticas [75, 76].

Vérios genes cloroplastidiais, tais como os mais conservados rpoB, rpoC1 e rbcL,
ou genes com taxas rapidas de evolugcdo, como as sequéncias intergénicas trnH-psbA,
atpF-atpH e psbK-psbl e uma sec¢ao do gene matK, tém sido propostos como regifes de
DNA barcode para plantas [77, 78]. No entanto, a combinacéo de dois ou mais barcodes,
em plantas, revelou uma melhor resolu¢do, como demonstrado por um grupo de trabalho
em plantas do CBolL (Consortium for the Barcode of Life), que sugeriu o uso da
combinag&o dos genes rbcL e matK como regides de DNA barcode, devido a simples
taxa de recuperagao do gene rbcL e a elevada resolugao do gene matK [70, 79] (Figura
10). Embora ainda existam divergéncias de opinido sobre a eficacia destes marcadores,
especialmente quando se estudam espécies estritamente relacionadas, o DNA barcoding
apresenta resultados consistentes quando é usado na identificagcdo de amostras
desconhecidas com base na comparagdo com sequéncias de referéncia [80, 81].

Apesar da abordagem molecular com base no DNA barcode n&o ser uma
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inovagao recente para a ciéncia, a forca deste método baseia-se na disponibilidade de
uma plataforma internacional. A base de dados BOLD (Barcode of Life Database),
coordenada pelo International Barcode of Life Project (IBOL), € um repositério que
suporta toda a colecdo de DNA barcode, com o objetivo de criar uma biblioteca de

referéncia para todas as espécies vivas [67].

Other plastid genes
or their introns

Lahaye et al.

(Kress et al. 2007;
Chase et al. 2005)

PO?':;CS;‘ ;:,p%co?)'on ——————Pending to be investigated

Figura 10 — Representacdo esquemética dos genes candidatos a barcodes pertencentes aos
genomas nuclear, mitocondrial e ribossomal de plantas. Marcadores a vermelho ndo séo utilizados
como barcodes em plantas, marcadores a verde sdo potenciais barcodes, e marcadores a amarelo
séo barcodes atualmente em estudo. Figura extraida e referéncias citadas por Chen et al. [76].

3 Crocus sativus L.

3.1 Descricao e propriedades

Vulgarmente conhecido como Acgafrao,
Crocus sativus L. (Figura 11) pertence a familia das
Iridaceae e é largamente cultivado na india, Balcas
e Mediterraneo Oriental [27, 82, 83]. Espanha e
Irdo s&o os principais produtores, representando
em conjunto mais de 80% da produgdo mundial |
desta especiaria, que € aproximadamente 205 )‘

tonel r an 4]. Hoje-em-di tingi m
oneladas por ano [84] oje-em-dia atingiu u Figura 11 — Crocus sativus L.. Fonte: [83]
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elevado valor comercial devido ao condimento a que da origem. O preco do Acafrdo da
melhor qualidade no mercado internacional ronda os 700-1500 euros por kg. Esta
especiaria € normalmente comercializada em embalagens com 2 g ou até somente 0,25
g, as quais rondam 7-15 euros por grama [85].

O seu pigmento é muito valorizado na culinaria e na industria alimentar, pelo que
atinge precos bastante elevados no mercado. O rendimento do pigmento do Agafréo é
muito baixo por ser extraido dos trés finos estigmas e estiletes da flor desta planta. Por
isso, a verdadeira especiaria é constituida apenas pelos estigmas desidratados ou pelo
seu po [27].

O Acafrao é também utilizado para outros fins, como corante, conservante,
antioxidante, é utilizado na cosmética e apresenta inUmeras propriedades farmacoldgicas
[86, 87]. Devido aos seus diversos usos como planta medicinal, inumeros estudos
fitoquimicos e bioquimicos tém vindo a ser realizados, tendo-se isolado varios compostos
biologicamente ativos do Agafrdo. Os principais compostos sdo a crocina, responsavel
pela cor, a picrocrocina, responsavel pelo gosto amargo, e o safranal, responsavel pelo
odor e aroma (Figura 12). Contém mais de 150 compostos volateis, mas também possui
muitos componentes ativos n&o-volateis, sendo muitos deles carotenoides, incluindo

zeaxantina, licopeno e a- e B-caroteno [82, 87].

o
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Picrocrocina Safranal

Figura 12 — Principais compostos biologicamente ativos do Crocus sativus L. Adaptado de: [82].

Na Tabela 3 apresentam-se diversas propriedades medicinais atribuidas ao
Acafrao. O conteudo em carotenoides € responsavel por muitas das suas propriedades,
tais como a inibicdo de cancro da pele, melhoramento da artrite e da visdo [88]. Pensa-se
que a crocina e o safranal sdo responsaveis pela inibigdo da dor e pelas suas
propriedades anti-inflamatérias [89]. A sua composicdo em compostos fendlicos e

flavonoides esta relacionada com o seu efeito antioxidante [90]. Segundo alguns estudos
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a crocina é responsavel por aumentar as capacidades de aprendizagem e de memoria
[88].

Tabela 3 — Farmacologia e aplicagbes medicinais de Crocus sativus L.

Produto derivado

do Agafriio Propriedades

Acafrao Efeito na sintese proteica e na formacgao de acidos nucleicos [91]

Extrato de Acafrao
Crocina, safranal e Inibigdo do crescimento de células tumorais [92-95]
picrocrocina

Extrato de Agafréo Protegao contra a toxicidade induzida por cisplatina [96]

Extrato de Acgafrao

. : Atividade antioxidante [97, 98]
Crocina e crocetina

Atividade quimioprotetora contra a genotoxicidade induzida por
agentes antitumorais (aflatoxina B1, nitrosaminas e benzopireno) [95,
99]

Extrato de Acgafrao Redugao niveis de colesterol [100]

Extrato de Acafrao
Crocetina, crocina

Crocina e crocetina Aumento da atividade cerebral, aprendizagem e memorizagéo [99]

Atividade neuroprotetora e efeito sobre o sistema nervoso central e

Safranal periférico [101]

O Acgafrao é também considerado anticancerigeno, antidepressivo e anticonvulsivo
[86, 102]. Possui efeitos benéficos contra lesbes neuronais, doengas hepaticas, doencas
de Alzheimer e Parkinson, transtornos menstruais, resisténcia a insulina, doencgas
cardiovasculares e aterosclerose. Adicionalmente, intervém no melhoramento do perfil de
lipidos no plasma, dos niveis de glucose no sangue, da press&o sanguinea e do sistema
respiratorio, aumentando a oxigenac&do pulmonar [84, 87, 88]. No entanto, em doses
elevadas, o Agafrdo € considerado abortivo, hemorragico e pode provocar vertigens. A

dose letal para um adulto esta estimada entre os 12 a 20 g [27].

3.2 Aplicacdo das técnicas de biologia molecular na avaliacdo da

autenticidade da espécie Crocus sativus L.

Vérias estratégias tém sido aplicadas de forma a evitar praticas fraudulentas,
sendo para tal utilizadas duas abordagens diferentes: a primeira relacionada com a
pureza e autenticacdo de Acafrdao; e a segunda associada a sua classificagao.
Relativamente a classificacao, esta esta certificada no mercado de comércio internacional

por referéncia a norma ISO 3632-2:2010 [103]. Estes protocolos definem quatro tipos
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diferentes de Acafrao de acordo com a sua intensidade de coloracdo, calculada por meio
de uma combinacido de medigbes por espetrofotometria UV de picrocrocina, safranal e
crocina. Segundo estes protocolos a quantidade maxima de matéria estranha permitida
no Acafrao é de 1% [42].

Os métodos mais usados na autenticacdo do Acafrdo, como os classicos
baseados na observagido de caracteristicas morfolégicas em microscopio, os métodos
baseados nas técnicas cromatograficas, eletroforéticas e  espetroscdpicas
(HPLC/PDA/ESI-MS) e mesmo os métodos especificados nas normas referidas
anteriormente, muitas das vezes nao satisfazem os requisitos de detecao de substancias
estranhas definidos na ISO 3632-2:2010 [103]. Apesar destes métodos fornecerem uma
avaliagao satisfatéria da qualidade do Acgafrdo e da sua autenticacao [104-106], hoje-em-
dia a melhor abordagem passa pelas técnicas de biologia molecular que fornecem uma
analise econdmica, rapida, eficaz e objetiva [42].

Para complementar as técnicas ja existentes, tém sido realizados varios estudos
com utilizacdo de marcadores de ADN para detegcdo das variadas adulteracdes
praticadas no Agafrdo (Tabela 4). Com o objetivo de avaliar a autenticidade do Acgafrao,
Marieschi et al. [42] desenvolveram marcadores SCAR a partir de perfis de RAPD das
espécies A. montana, B. orellana, C. officinalis, C. tinctorius, C. vernus, C. longa e
Hemerocallis sp. para verificarem a sua presenca como potenciais adulterantes em
amostras de Agafrao (C. sativus) comercial. O método foi otimizado no que diz respeito a
uma aplicagéo especifica e fiavel em material vegetal de tipo comercial (isto €, seco ou
armazenado), a fim de complementar os métodos farmacogndsticos e quimicos
existentes. Este método permitiu a detegéo inequivoca de baixas quantidades (até 1%)
de espécies adulterantes em ambos os lotes, artificiais e comerciais (Figura 13), em
conformidade com os requisitos da norma ISO 3632-2:2010 [103], e cujos protocolos
oficiais ndo conseguem detetar sem recorrer a analises dispendiosas e complexas.

No seguimento do estudo anterior [41], o método SCAR foi aplicado a varios
alimentos contendo ou compostos por Acgafrdo (C. sativus) para a detegdo de
adulteragdes/contaminacdes com as sete espécies comuns acima referidas e utilizadas
como agentes para aumento de volume. Os resultados mostraram que 21% das amostras
analisadas tinham sido adulteradas e duas delas com mais do que um agente (Figura 14)
[107]. O método atendeu assim as necessidades atuais do mercado e podera ser usado
para analisar grandes lotes de Agafrdo antes de prosseguir com a sua classificagao,
excluindo preventivamente aqueles falsificados com agentes, que de outra forma,
passariam despercebidos [42]. Para além disso, podera ser utilizado em alimentos
processados contendo Acgafrdo, em alguns casos como alternativa a abordagens que

tenham sérias limitagcdbes em termos de fiabilidade, sensibilidade, tempo ou numero de
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amostras a analisar, como analises por microscopia ou por espectrofotometria UV [107].

Tabela 4 — Adulteracdes mais comuns em Crocus sativus L. Adaptado de: [108]

Formas de adulteragao

Descrigao

Sem adi¢cdo de substancias
estranhas

Mistura com Agafrao condensado ou mais velho

Adicao de diferentes partes
da planta de Agafrao

Adicdo de substancias que
aumentem o peso

1. Aumento da humidade

Imerséo em xarope, mel, glicerina ou azeite

3. Adicdo de sulfato de bario, sédio, calcio, carbonato de célcio,
hidréxido de potassio, nitrato de potassio, tartarato de
monopotassio, borato de sédio, lactose, amido ou xaropes de
glucose

N

Adicdo de partes de outras
plantas

1. Flores de Carthamus tinctorius

Flores de Calendula officinalis

3. Estigmas de outros tipos de Acgafrdo mais curtos e sem
propriedades de corante (Crocus vernus, Crocus speciosus,
etc.)

4. Rhoeas L., Punica granatum, Arnica montana, Scolimus
hispanicus, flores cortadas em fatias.

5. Periantos de flores como cravos

6. Pimenta vermelha

7. Plantas herbaceas cortadas em porcdes e coradas em
corantes azdicos

8. Pequenas raizes de Allium porrum

9. Madeira de sandalo e pé de madeira Campeche

10. Curcuma

N

Adicdo de substancias de
origem animal

Fibras de carne salgada e seca

Adllga.o' de  substancias Fibras coloridas de gelatina
artificiais
Adicao de  substancias | Tropeolina, fucsina, acido picrico, tartarazina, eritrocina,

organicas corantes

azorrubina, amarelo alaranjado, amarelo naftanol, rocelina, etc.

Javanmardi et al. [109] desenvolveram marcadores SCAR especificos para

Carthamus tinctorius a partir de duas bandas obtidas por RAPD. A aplicagdo do método a

misturas com proporgées conhecidas de pétalas de cartamo em Acafrao (C. sativus)

permitiu a detecdo de 1% de cartamo, considerando o método apropriado para a

identificacao de fraudes com pétalas de cartamo.
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= Cs. Am. 1% 2% 5% M = C.s. B.o. 1% 2% 5% = Cs. Co0.1% 2% 5% M = Cs. Ct 1% 2% 5% M

ScAn g,

= Cs. Cv. 1% 2% 5% M

1% 2% 5% M

ScCl,gy ScHsp;s,

Figura 13 — Produtos de PCR a partir de marcadores SCAR. Em todos os géis: (-) controlo
negativo; C.s., ADN de estigmas secos de C. sativus; M — marcador molecular. A — PCR realizada
com o primer ScCAm190 especifico para Arnica montana: A.m., ADN a partir de pétalas secas de A.
montana; 1%, 2%, 5%, ADN a partir de misturas de C. sativus e A. montana. B — PCR realizada
com o primer ScBo267 especifico para Bixa orellana: B.o., ADN a partir de sementes secas de B.
orellana; 1%, 2%, 5%, ADN a partir de misturas de C. sativus e B. orellana. C — PCR realizada
com o primer ScCo390 especifico para Calendula officinalis: C.o., ADN a partir de pétalas secas
de C. officinalis; 1%, 2%, 5%, ADN a partir de misturas de C. sativus e C.officinalis. D — PCR
realizada com o primer ScCt131 especifico para Carthamus tinctorius: C.t., ADN a partir de pétalas
secas de C. tinctorius; 1%, 2%, 5%, ADN a partir de misturas de C. sativus e C. tinctorius E — PCR
realizada com o primer ScCv304 especifico para Crocus vernus: C.v., ADN a partir de estigmas
secos de C.vernus; 1%, 2%, 5%, ADN a partir de misturas de C. safivus e C. vernus F — PCR
realizada com o primer ScCI289 especifico para Curcuma longa: C.I., ADN a partir de rizomas
secos de C. longa; 1%, 2%, 5%, DNA a partir de misturas de C. sativus e C.longa. G — PCR
realizada com o primer ScHsp354 especifico para Hemerocallis sp.: H.sp., ADN a partir de pétalas
secas de Hemerocallis sp.; 1%, 2%, 5%, ADN a partir de misturas de C. sativus e Hemerocallis sp.
Fonte: [42].

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

10 11 12 13 14 1S 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Figura 14 — Produtos de PCR com marcadores SCAR de amostras comerciais de Acafrao (C.
sativus) (linhas 1-17) e alimentos contendo Agafrdo como ingrediente (linhas 18-24). D — PCR
realizada com os primers ScCI289 especificos para Curcuma longa. E — PCR realizada com os
primers ScHsp354 especificos para Hemerocallis sp. (=) Controlo negativo; C.I. - ADN de rizomas
secos de C. longa; H.sp. — ADN de tépalas de Hemerocallis sp. Adaptado de: [107].
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Babaei et al. [73] desenvolveram marcadores SCAR especificos para C. sativus e
primers baseados em sequéncias ITS especificos para Carthamus tinctorius. Para além
disso, realizaram uma PCR multiplex de modo a utilizar simultaneamente os marcadores
SCAR e ITS. A combinagao dos dois tipos de marcadores levou ao aparecimento de dois
produtos de PCR distintos, um para o Agafrdo e outro para o cartamo (Figura 15). Desta
forma, desenvolveram um método especifico e reprodutivel para a detecdo de
adulterantes, como C. tinctorius, em amostras comerciais de C. sativus, com a vantagem

de poder analisar as duas espécies numa unica amplificagdo por PCR em multiplex.

1 229534 R S GR I 8 70O

SC2 ITS SC2 ITS SC2 ITS SC2 ITS ITS
ITS SC2 SC2

840bp
613bp

100bp

Figura 15 — Amplificagdo por PCR simples e multiplex com primers SC2 e ITS de amostras de
Crocus sativus e Carthamus tinctorius. M: marcador molecular; Linhas 1-3: Agafrao auténtico; 4-6:
Cartamo; 7-9: Mistura de Agafrdo e Cartamo. Adaptado de: [73].
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4 Objetivos e ambito do trabalho

Devido ao elevado valor comercial e baixa disponibilidade do Acafrdo, Crocus
sativus L., esta especiaria tem sofrido constantemente adulteragbes intencionais,
principalmente para baixar o custo de produc¢do, mas sem qualquer alteragdo no custo de
venda ao consumidor. De modo a proteger os direitos do consumidor e evitar fraudes
alimentares, torna-se essencial o desenvolvimento de métodos para detecao destas
adulteragdes de forma a garantir a autenticidade dos produtos.

Assim, o objetivo deste trabalho centrou-se no desenvolvimento de marcadores
moleculares para avaliagdo da autenticidade do Acafrao, utilizando as técnicas PCR
qualitativa e PCR em tempo real acoplada a uma analise por HRM. Em primeiro lugar
teve que se proceder ao estudo de um método de extracdo de ADN que fornecesse
extratos de quantidade e pureza adequadas para amplificacdo por métodos de PCR. O
desenvolvimento de técnicas de analise de ADN foi entdo o principal objetivo que passou
pela utilizagdo das regides de DNA barcode — ITS e matK — para além de marcadores
SCAR em diferentes amostras de Crocus sativus L. e outras espécies do mesmo género.
A detecdo de Carthamus tinctorius, como espécie potencialmente adulterante, foi também
objeto de estudo neste trabalho.

Pretendeu-se ainda validar a aplicacdo dos métodos desenvolvidos na
autenticagdo de amostras reais de estigmas de Agafrao, como ferramentas rapidas,
sensiveis e eficazes na distingdo e identificacdo de diferentes espécies Crocus, mas

também na detecao de possiveis adulterantes.
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Componente experimental
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5 Metodologia

5.1 Descricao e preparacao das amostras

Para a realizacdo deste estudo foram adquiridas 26 amostras de Crocus sativus,
Carthamus tinctorius e diferentes espécies do género Crocus provenientes de varios
locais (Figura 16, Tabela 5). Foram utilizadas folhas liofilizadas fornecidas pelo Banco de
Germoplasma Vegetal de Cuenca, folhas frescas provenientes da Arabia Saudita e
colhidas em Cinfaes, Portugal. Utilizaram-se bolbos de Crocus sativus e Crocus
cartwrightianus “Albus”. Foram também usadas amostras comerciais de estigmas secos
de Agafrdo e de Carthamus tinctorius, bem como estigmas frescos de Agafrdo selvagem,
para além de uma amostra de Agafrdo em pd proveniente da Grécia. Adicionalmente,
foram realizadas misturas de estigmas do adulterante Carthamus tinctorius em duas
amostras de Acafrao auténtico.

Os bolbos foram triturados com recurso a um moinho de lamina dupla (Grindomix
GM200, Retsch, Alemanha), as folhas liofilizadas, secas e os estigmas foram triturados
num almofariz com a ajuda de azoto liquido, no caso das folhas. Para evitar a ocorréncia
de contaminacdes todo o material foi lavado e esterilizado antes e apés a sua utilizagao
para preparacao das amostras. Todas as amostras foram armazenadas em recipientes

esterilizados e armazenadas a uma temperatura de -20°C.

Figura 16 — Amostras utilizadas na realizagdo deste estudo.
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Tabela 5 — Descrigdo das amostras utilizadas com as respetivas origens.

Cédigo Tipo de amostra Informac@es gerais

CS Bolbos Crocus sativus — Safran du Gétinais. Origem: Franga

CA Bolbos Crocus cartwrightianus "Albus"— Safran du Gatinais. Origem:
Franca

CT Flores secas Carthamus tinctorius — mercado Istambul. Origem: Turquia

CRO1 Folhas liofilizadas Crpcus .sa'El\./us — Banco de Germoplasma Vegetal de Cuenca.
Origem: Italia

CRO2 Folhas liofilizadas Crocus oI|V|¢r| bglausae - Ba_nco de Germoplasma Vegetal de
Cuenca. Origem: Desconhecida

CRO3 Folhas liofilizadas Crpcus .satl\,/u.s — Banco de Germoplasma Vegetal de Cuenca.
Origem: Grécia

CRO4 Folhas liofilizadas Cr_ocus .satlvus — Banco de Germoplasma Vegetal de Cuenca.
Origem: Espanha

CRO5 Folhas liofilizadas Cr_ocus .satlvus :Banco de Germoplasma Vegetal de Cuenca.
Origem: Azerbaijao

CRO6 Folhas liofilizadas Cr_ocus .sa'Elvus — Banco de Germoplasma Vegetal de Cuenca.
Origem: Irao

CRO7 Folhas liofilizadas Cr_ocus .satlvus — Banco de Germoplasma Vegetal de Cuenca.
Origem: Franca

CRO8 Folhas liofilizadas Crocus ko;anln.n - Banco_ de Germoplasma Vegetal de
Cuenca. Origem: Desconhecida

CRO9 Folhas liofilizadas Crocus kot_schyz?mus - Bant_:o de Germoplasma Vegetal de
Cuenca. Origem: Desconhecida

CR10 Folhas liofilizadas Crocus speuosys - Banco_ de Germoplasma Vegetal de
Cuenca. Origem: Desconhecida

CR11 Folhas frescas Crocus sp. selvagem. Origem: Cinfaes

CR12 Estigmas frescos Crocus sp. selvagem. Origem: Cinfées

CR13 Estigmas secos Crocus sativus. Origem: Desconhecida

CR14 Estigmas secos Crocus sativus — Aba-Sheba Saffron. Origem: Arabia Saudita

CR15 Estigmas secos Crocus sativus — Bahraman Saffron. Origem: Iréo

CR16 Estigmas secos Crocus sativus — Azafran de La Mancha, Cefran. Origem:
Espanha

CR17 Estigmas secos Crocus sativus - Azafran de La Mancha. Origem: Espanha

CR18 Estigmas secos Crocus sativus. Azafran en Hebras, Ducros. Origem: Espanha

CR19 Mistura 10% de Carthamus tinctorius em Crocus sativus (CR15)

CR20 Mistura 10% de Carthamus tinctorius em Crocus sativus (CR16)

CR21 Estigmas secos %ﬁ;us sativus — Zafferano di Sardegna DOP, Itria. Origem:

CR22 Folhas secas Crocus sativus - Two year old farm. Origem: Arabia Saudita

CR23 Folhas secas Crocus sativus - One year old farm. Origem: Arabia Saudita

CR24 Folhas secas Crocus sativus Cashmerianus Hort. Origem: Arabia Saudita

CR25 Acafrdo em po Crocus sativus — Krokos Kozanis. Origem: Grécia
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5.2 Reagentes e solucdes

Solucio de Proteinase K (20 mg/mL)

Pesaram-se 20 mg de Proteinase K, adicionou-se 1 mL de agua ultra-pura e

armazenou-se a uma temperatura de -20°C.

CTAB1-PVP

Pesaram-se 2 g do reagente CTAB e 1 g de PVP-40 e juntaram-se 10 mL de Tris
HCI (1M), 4 mL de EDTA (500 mM) e 28 mL de NaCl (5 M). Apds dissolver a mistura em
agua desionizada, corrigiu-se o pH para 7,5 com HCI e completou-se o volume até 100

mL. A solugao foi autoclavada e armazenada a temperatura ambiente.

CTAB2
Pesaram-se 0,5 g do reagente CTAB e juntaram-se 800 uL de NaCl (5 M).
Completou-se o volume com agua desionizada até 100 mL, sendo que a solugao foi

autoclavada e armazenada a temperatura ambiente.

Tampéo TE 0,1x

Para obter a solugéo TE 1x juntaram-se 0,5 mL de solugéo Tris (1 M) e 0,1 mL de

EDTA (0,5 M), completando-se o volume até 50 mL com agua desionizada. A solu¢do TE
0,1x obteve-se por diluicdo da solugdo TE 1x em agua desionizada. Posteriormente, a

solugao foi autoclavada a 121°C durante 15 minutos.

Tampao SGTB 1x
Adicionaram-se 100 mL de SGTB 20x (GRiSP Research Solutions, Porto,

Portugal) até perfazer 2 L com agua desionizada.

Solucéo de dNTP
Adicionaram-se 50 pyL de cada dNTP a 1800 yL de agua ultra-pura e armazenou-
se a -20°C.

Tampéo de carregamento 6x

Pesaram-se 4 g de sacarose e 5 mg de azul de bromofenol e dissolveu-se em 5
mL de agua desionizada. Adicionaram-se 2,4 mL de EDTA (0,5 M) e completou-se o
volume até 10 mL com agua desionizada. Apds autoclavagem a solugéo foi armazenada
a -20°C.
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5.3 Extracdo de ADN

Testaram-se diferentes métodos de extracdo de ADN de modo a identificar o mais
adequado para cada tipo de amostra, em termos de rendimento e pureza dos extratos.
Assim, testaram-se os métodos: DNeasy Plant baseado no kit comercial DNeasy® Plant
Mini Kit (QIAGEN, GmbH, Hilden, Alemanha); CTAB baseado no protocolo descrito por
Mafra et al. [110], ao qual foram efetuadas algumas alteracdes; e Nucleospin baseado no
kit comercial NucleoSpin® Food kit (Macherey-Nagel, Diiren, Alemanha), também com

algumas modificagdes.

5.3.1 Método DNeasy Plant

Pesaram-se 50 a 100 mg de cada amostra para tubos estéreis de 2 mL. Para
promover a lise das células adicionaram-se 400 pL do reagente AP1 pré-aquecido a 65°C
e 4 uL de RNase A a cada tubo, agitou-se vigorosamente no vértex e incubou-se durante
10 min a 65°C num termobloco (Eppendorf Thermomixer Comfort, Hamburg, Alemanha)
com uma agitagdo de 900 rpm. Durante a incubacao inverteram-se os tubos 2 vezes. De
seguida, adicionaram-se 130 uL de P3, agitou-se e incubou-se 5 min em gelo.
Posteriormente, realizou-se uma centrifugacédo a 17000xg durante 5 min. Montou-se a
coluna QIlAshredder fornecida pelo kit com os tubos contendo as amostras e centrifugou-
se novamente a 17000xg durante 2 min, de modo a filtrar o lisado. Apds rejeitar as
colunas, transferiu-se o sobrenadante para tubos estéreis de 2 mL e adicionou-se AW1
na proporcao de 1,5x o volume da amostra para ajustar as condi¢des de ligagdo do ADN
a coluna. Montou-se entdo a coluna DNeasy fornecida pelo mesmo kit e, para promover
esta ligagcao, transferiu-se até cerca de 650 pyL de cada amostra para as colunas e
centrifugou-se 1 min a 10000xg. Rejeitou-se o sobrenadante, carregou-se a coluna com o
restante volume da amostra, voltando-se a centrifugar. Seguidamente adicionaram-se
500 pL de AW2 as colunas, centrifugou-se 1 min a 10000xg e rejeitou-se o sobrenadante.
Adicionaram-se novamente 500 uL de AW2 as colunas (no caso das amostras de
estigmas repetiu-se este passo até desaparecer a cor), centrifugou-se 2 min a 17000xg e
rejeitou-se o liquido. Logo apés, as colunas foram colocadas em tubos estéreis de 1,5 mL
e adicionaram-se 25 ou 50 pL (respetivamente para estigmas ou folhas) de AE pré-
aquecido a 65°C, incubou-se durante 5 min a temperatura ambiente (20-25°C),
centrifugou-se 1 min a 10000xg, de modo a eluir o ADN, e repetiu-se o ultimo passo,
obtendo-se assim um extrato final com 50 ou 100 uL, respetivamente no caso dos

estigmas ou folhas.
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5.3.2 Método CTAB

Pesaram-se 100 mg de cada amostra para tubos estéreis de 2 mL e adicionaram-
se 1000 uL de CTAB1-PVP (2% CTAB (m/v); 0,1 mol/L Tris; 1,4 mol/L NaCl; 1% PVP-40
(polivilpirroliona (m/v); 0,02 mol/L EDTA; pH 8,0) pré-aquecido a 65°C e 20 pL de B-
mercaptoetanol. Todos os tubos foram sujeitos a uma agitacdo vigorosa (vortex) e
incubados durante 1 hora a 65°C num termobloco, a uma agitacdo de 900 rpm. A cada 15
minutos os tubos foram sujeitos a nova agitacdo em vértex. No final da incubagao
realizou-se uma centrifugagdo durante 15 min a 17000xg e a uma temperatura de 4°C.
De seguida, extrairam-se aproximadamente 650 uL do sobrenadante para um tubo estéril
de 1,5 mL, centrifugou-se novamente a 17000xg durante 5 min @ mesma temperatura e
extrairam-se 600 yL de sobrenadante para um tubo estéril de 1,5 mL juntamente com 500
ML de cloroférmio. Agitou-se vigorosamente durante 20 s e centrifugou-se durante 10 min
a 12000xg e a uma temperatura de 4°C. Posteriormente, separou-se a fase superior para
um tubo estéril de 2 mL e adicionaram-se duas partes em volume da solugdo CTAB2
(0,5% CTAB (m/v); 0,04 mol/L NaCl) para favorecer a precipitagdo. Incubou-se tudo a
temperatura ambiente durante 60 min, ao fim dos quais se efetuou uma centrifugagcao a
12000xg durante 10 min e a uma temperatura de 4°C. Apds descartar o sobrenadante,
dissolveu-se o precipitado em 350 uL de NaCl (1,2 M) e em 350 uL de cloroférmio, agitou-
se vigorosamente durante 30 s em vortex e centrifugou-se a 12000xg durante 10 min a
uma temperatura de 4°C. Separou-se a fase superior para tubos estéreis de 1,5 mL,
adicionaram-se 0,6 partes em volume de isopropanol (-20°C) e agitou-se por inversao.
Centrifugou-se novamente a 12000xg durante 10 min e a 4°C, rejeitou-se o sobrenadante
e adicionaram-se 500 uL de etanol (70 % (v/v) a -20 °C) para precipitar o ADN. Apos
misturar cuidadosamente por inversdo centrifugou-se mais uma vez a 12000xg durante
10 min e retirou-se o solvente com a ajuda de uma micropipeta, secando os tubos em
estufa durante 30 min a 50°C. Por ultimo, adicionaram-se 100 yL de TE (10 mmol/L Tris e
1 mmol/L EDTA) ao precipitado e deixou-se dissolver durante a noite com agitacéo suave

(300 rpm) a 10°C, de modo a promover uma melhor hidratagdo dos extratos.

5.3.3 Método NucleoSpin

Pesaram-se 100 mg de cada amostra para tubos estéreis de 2 mL, aos quais se
adicionaram 550 pL do tampao de lise CF pré-aquecido a 65°C e 10 pL de proteinase K
para promover a lise das células. Todos os tubos foram incubados a 65°C durante 60 min
num termobloco a 900 rpm, com agitagdo vigorosa de 20 em 20 min. Posteriormente,

efetuou-se uma centrifugagdo a 17000xg durante 15 min (4°C), ao fim da qual se
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recolheu o sobrenadante para tubos estéreis de 1,5 mL, seguida de nova centrifugacéo
durante 5 min nas condicbes anteriores. Ao sobrenadante recolhido adicionou-se um
volume idéntico do tampao C4 e de etanol, para ajustar as condigdes de ligacdo do ADN
a coluna, e misturou-se por inversao cuidadosa durante 30 s. Montou-se assim a coluna
no tubo de recolha, pipetaram-se no maximo 700 uL de cada amostra e centrifugou-se 1
min a 11000xg. Rejeitou-se o liquido eluido e repetiu-se este procedimento com a
restante amostra. Para lavagem, adicionaram-se 400 pyL do tamp&o CQW na coluna,
centrifugou-se durante 1 min a 11000xg e rejeitou-se o liquido eluido, adicionaram-se 700
ML do tampao C5 a coluna, realizou-se outra centrifugagdo durante 1 min a 11000xg e
rejeitou-se o liquido eluido, adicionaram-se 200 uL do tampao C5 e centrifugou-se mais
uma vez a 11000xg durante 2 min de modo a remover completamente o tampao.
Colocou-se a coluna num novo tubo estéril de 1,5 mL e adicionaram-se 100 uL do tampao
de eluigao CE, pré-aquecido a 70°C. Incubou-se 5 min a temperatura ambiente (20-25°C)

e centrifugou-se 1 min a 11000xg para eluir o ADN, obtendo-se assim os extratos finais.

Como controlo dos reagentes de extracao, foram realizados brancos em todas as
extracdes. Os extratos obtidos foram entdo armazenados a -20°C até amplificagcdo por
PCR.

5.4 Avaliacdo ADN extraido

A avaliacdo da concentragdo e pureza do ADN extraido foi efetuada por
espectrofotometria UV com Leitor de Microplacas Multidetecdo Synergy™ HT e o
dispositivo Take3 (Biotek Instruments, Winooski, Estados Unidos da América), que €
especifico para leitura UV de extratos de acidos nucleicos. A determinagdao da
concentracao e pureza dos extratos foi efetuada usando o software de analise de dados
Gen5 v2.01 por medicao das absorvéncias (A) a 260 nm e 280 nm. Estes comprimentos
de onda correspondem as absorvéncias maximas de acidos nucleicos e proteinas,
respetivamente. Devido ao facto destas moléculas absorverem parcialmente nestes
comprimentos de onda, a razéo entre estes dois valores (A260/A280) fornece a pureza
dos extratos de ADN, ou seja, indica o nivel de contaminac¢do dos extratos com proteinas,
sendo que valores de aproximadamente 1,8 representam extratos com elevada pureza
[111]. A determinagéo dos valores da concentragao de ADN dos extratos (em ng/uL) foi
obtida pelo software, procedendo-se seguidamente a sua diluigdo para uma concentragao
de 25 ng/uL para posterior amplificagao por PCR.

A integridade dos extratos de ADN de todas as amostras foi avaliada através de
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uma eletroforese de ADN gendmico em gel de agarose a 1% em tampao SGTB 1x
(GRIiSP Research Solutions, Porto, Portugal) e corado com Gel Red 1x (Biotium,
Hayward, CA, Estados Unidos da Ameérica). A eletroforese decorreu durante 25 min a
uma tensdo elétrica de 200 V. Em cada pogo colocaram-se 2 pL de tampao de
carregamento 6x previamente misturados com 5 uL de cada amostra. Como marcador de
massa molecular utilizou-se o marcador HiperLadder | (Bioline, Londres, Reino Unido),
adicionando-se 5 pL do marcador diretamente no gel de agarose. O gel foi entdo
visualizado com recurso a um transiluminador de luz UV e a imagem digital foi adquirida
utilizando um sistema fotografico Kodak Digital Science™ DC120 (Rochester, NY,

Estados Unidos da América) e analisada pelo software Kodak Digital Science™ 1D.

5.5 Amplificacdo por PCR
5.5.1 Oligonucledétidos

Os primers utilizados neste trabalho estao descritos na Tabela 6. Todos os primers
especificos para o género Crocus e para a espécie Carthamus tinctorius foram
desenhados propositadamente para este estudo através do programa Primer3 Output
designing tool (http://frodo.wi.mit.edu/) e ajustados manualmente quando necessario. O
software Oligo Calc (http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html) foi
também utilizado para confirmar as propriedades dos primers e verificar a auséncia de
formacado de hairspins ou auto-hibridacdo. A especificidade dos primers foi estudada
através da ferramenta Primer-Blast que permite revelar as homologias de um par de
primers relativamente a todas as sequéncias presentes na base de dados do GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). A sintese dos novos primers foi efetuada pela empresa

Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Alemanha).

5.5.2 PCR qualitativa

Para a amplificagdo por PCR qualitativa utilizou-se agua ultrapura (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Alemanha), tampao (670 mM Tris-HCI, pH 8.8, 160 mM (NH;)>SO,4, 0,1%
Tween 20), MgCl,, dNTP (Bioron, Ludwigshafen, Alemanha), enzima SuperHot Taq
Polymerase™ (Genaxxon Bioscience GmbH, Alemanha), primers (Tabela 6) e extrato de
ADN para um volume final de 25 uL, consoante as quantidades apresentadas na tabela 7.
As reagbes de amplificagdo foram efetuadas num termociclador MJ Mini™ Gradient
Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, Estados Unidos da América) com condi¢bes de

tempo e temperatura diferentes para cada primer e indicadas na Tabela 8. Para cada
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reacao foi sempre incluido um controlo negativo (CN) para os reagentes da amplificagédo

em que se substituiu o extrato de ADN por agua ultra-pura.

Tabela 6 — Oligonucledétidos utilizados para a PCR qualitativa.

Espécie Primers Sequéncia (5’ — 3’) Alvo Am(r;ll;():ao Referéncia
ITS-CS-F | GATCGCGAACGTGTTACACCAT .
ITS-CS-R1 | TATATCCACGCCTGCGTCCCT TS 226 | DQO94185.2
MKCS-F | TCGATTCGTCGGTTACCATCACAC .
MKCS-R | TCTTTGAAGGACCATAGGGTTCCA | MatK | 606 | ABO17325.1
Crocus sp.
ITS-CS-F | GATCGCGAACGTGTTACACCAT .
ITS-CS-R2 | TCTGATTCCGAGGACGGTTC TSz | 641 DQ094185.2
CS-F CTACGTTCCAGTTCGCTGTTTG SCAR .
CSR GTGGTGTCGCTGGTAGACTGAAA  |marker| 274 KC353365.1
ITS-CT-F | GGATTGGGTGTGAGCCTTAGC .
ITS-CT-R1 | ATGGTCTGGGGCGACGCGAT TS 382 FJ539127.1
C. tinctorius
ITS-CT-F | GGATTGGGTGTGAGCCTTAGC .
ITS-CT-R2 | GCTTAAACTCAGCGGGTAGTCC sz | 620 FJ539127.1
Eucariotas |18SRG-F CTGCCCTATCAACTTTCGATGGTA 18S 13 HO873432.1
(185 IRNA) |18SRG-R | TTGGATGTGGTAGCCGTTTCTCA fARN '

* Numero de acesso do GenBank utilizado no desenho de primers este trabalho.

Tabela 7 — Componentes e respetivas quantidades utilizados nas amplificagdes por PCR
qualitativa com diferentes primers.

Componente (uL) = < —% @ § % I
— — ®© ; —~ S o o0 (@]
=] - = o o S = o= < o 2 =
S Q o (O Es &L = x = £ = T O )
o © @ 205 Z — O _ O = o € =
<L = o = ° E o= o o w S0 S
Primers ~ & F 5 S i >
ITS-CS-F/
ITS-CS-R1 15,8 2,5 2,0 2,0 0,25 0,25 0,2 2,0 25,0
MKCS-F/
MKCS-R 14,8 2,5 3,0 2,0 0,25 0,25 0,2 2,0 25,0
Crocus sp. e
ITS-CS-R2 16,3 2,5 1,5 2,0 0,25 0,25 0,2 2,0 25,0
CS-F/
CS-R 14,8 2,5 3,0 2,0 0,25 0,25 0,2 2,0 25,0
ITS-CT-F/
e ITS-CT-R1 15,8 2,5 2,0 2,0 0,25 0,25 0,2 2,0 25,0
tinctorius ITS-CT-F/
ITS-CT-R2 16,3 2,5 1,5 2,0 0,25 0,25 0,2 2,0 25,0
. 18SRG-F/
Eucariotas | jacps.p 15,5 2,5 15 2,0 0,6 0,6 0,2 2,0 25,0
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A fim de visualizar os produtos obtidos nas amplifica¢des, todos os fragmentos
foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5% em tampao SGTB 1x e corado
com Gel Red 1x durante 25 min a 200 V. Em cada poco, adicionaram-se 4 uL de tampao
de carregamento 6x com 20 yL de produto PCR ou com 2 pL de marcador molecular 100
bp (Bioron, Ludwigshafen, Alemanha). Ao fim da eletroforese, as bandas obtidas foram
visualizadas num transiluminador de luz UV, sendo a imagem digital captada por um
sistema fotografico Kodak Digital Science™ DC120 e analisada a partir do software
Kodak Digital Science™ 1D.

Tabela 8 — Condig¢des utilizadas nas amplificagdes por PCR qualitativa com diferentes primers.

Crocus sp. C. tinctorius Eucariotas
Primers ITS-CS-F/ MKCS-F/ ITS-CS-F/ CS-F/ ITS-CT-F/ ITS-CT-F/ 18SRG-F/
ITS-CS-R1 MKCS-R ITS-CS-R2 CS-R ITS-CT-R1 | ITS-CT-R2 18SRG-R
& = i i & & ® ©
= = = o = o 2 o 2 o 3 o 3 o
€ ®8 |8 ©g|& ©|8&8 G| G| §|& G
Etapas ) ) ) © ) o ) ] ) < [} < ) @
s = = a2l &2 £ 2| = =72 2| =
() () () a (] o (] o (] o (] o (0] o
[ [ ~ ~ [ [ = ~

Desnaturagdo | 95°C 5min| 95°C 5min | 95°C 5min | 95°C 5min| 95°C 5min| 95°C 5min| 95°C 5 min

95°C 30s | 95°C 45s | 95°C 45s | 95°C 30s | 95°C 30s | 95°C 45s | 95°C 30s
Amplificacdo | 64°C 30s [ 58°C 45s | 64°C 45s | 60°C 30s | 60°C 30s | 60°C 45s | 65°C 30s
72°C 45s | 72°C 60s | 72°C 60s | 72°C 45s | 72°C 45s | 72°C 60s | 72°C 30s
Ne° Ciclos 40 40 40 40 40 40 40

Extenséo 72°C 5min| 72°C 5min | 72°C 5min| 72°C 5min | 72°C 5min| 72°C 5min | 72°C 5 min

5.5.3 PCR em tempo real e andlise High Resolution Melting (HRM)

De modo a obter uma técnica que fosse capaz de distinguir as diferentes espécies
do género Crocus numa unica reagao, procedeu-se a realizagdo de uma PCR em tempo
real acoplada a uma analise por HRM. Assim, a escolha dos primers baseou-se na sua
capacidade de amplificar ADN de todas as amostras testadas do género Crocus. Por
estes motivos, neste tipo de analise foi utilizado o par de primers codificante para a regido
ITS1 que em PCR convencional revelaram ter especificidade para o género Crocus.
Utilizaram-se também os primers especificos para a espécie Carthamus tinctorius para
analisar as amostras de Cartamo e as misturas realizadas com este adulterante.

As amplificacdes por PCR em tempo real foram realizadas num volume total de 20
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uL contendo agua ultrapura, 1x SsoFast™ EvaGreen® Supermix (Bio-Rad Laboratories,
Estados Unidos da América), primers e extrato de ADN de acordo com as quantidades
apresentadas na tabela 9. Cada amostra foi amplificada em triplicado e em cada
amplificacdo foi incluido um controlo negativo, em que se substituiu o extrato de ADN por
agua ultrapura.

Apos as amplificagdes seguiu-se para a analise HRM, na qual se favoreceu a
hibridagdo da cadeia dupla de ADN seguida da criagdo de uma curva de desnaturagao
através da aplicacao de condigdes especificas, que consistiram num aumento de 0,2 °C a
cada 10 segundos até se atingirem os 95 °C. As condicbes de tempo e temperatura
utilizadas na PCR em tempo real e na analise por HRM, para cada par de primers, estao

descritas na tabela 10.

Tabela 9 — Componentes e respetivas quantidades utilizados nas amplificagdes por PCR em
tempo real com diferentes primers.

Componentes (pL)
primers Agua ultrapura SE?/%Z?Z;%' Primers Extrato de ADN
Supermix (10 uM) (25 ng/pL)
|¥§(§SSFZ 4 10 0,3 cada 2
|¥§5TTFZ 6.8 10 0,6 cada 2

Tabela 10 — Condi¢des utilizadas nas amplifica¢gdes por PCR em tempo real e na analise por HRM
com diferentes primers.

PCR em tempo real Anélise HRM
Primers
Temperatura Duracéo N° de ciclos | Temperatura Duracéao
ITS-CS-F/ 95°C 5 min 1 95°C 3 min
ITS-CS-R1
€ (o] 0, .

ITS-CT-F/ 95°C 30s 45 65°C 5 min
ITS-CT-R1 65°C 60 s 65°C a 95°C 0,2°C /10 min

As reacgbes foram efetuadas num termociclador CFX96 Real-Time System (Bio-
Rad Laboratories, Estados Unidos da América), sendo os dados adquiridos e
processados pelo software Bio-Rad CFX Manager 3.1 (Bio-Rad, Laboratories, Estados
Unidos da América). A analise por HRM foi efetuada com recurso ao software Precision
Melt Analysis 1.2 (Bio-Rad Laboratories, CA, Estados Unidos da América).
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5.5.4 Sequenciacéao

Para complementar os resultados da PCR em tempo real e da analise HRM
procedeu-se a sequenciacdo de todas as amostras analisadas. Para cada amostra
efetuou-se a sequenciacao da regiao ITS1, sendo que foram realizadas duas réplicas e
nos sentidos forward e reverse de modo a ter no total quatro réplicas dos mesmos
resultados e garantindo assim uma maior fiabilidade, principalmente nas regides iniciais e
finais da sequéncia que sdo mais suscetiveis de erro.

Os produtos de PCR a sequenciar foram amplificados segundo as condi¢des nas
Tabelas 7 e 8, duplicando os reagentes para um volume total de 50 yL, com os primers
ITS-CS-F/ITS-CS-R1 para o género Crocus e ITS-CT-F/ITS-CT-R1 para a espécie
Carthamus tinctorius. A purificacdo foi realizada através do kit JETquick, PCR Product
Purification Spin Kit (Genomed, Léhne, Alemanha), segundo as instrugdes do fornecedor
e a sequenciacgao foi efetuada pela empresa StabVida (Caparica, Portugal). Os dados
obtidos da sequenciagcao foram analisados e editados manualmente com recurso aos
softwares BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html) e FinchTV

(http://www.geospiza.com/Products/finchtv.shtml) disponiveis online.
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6 Resultados e Discussao

6.1 Escolhado método de extracao e avaliacdo da qualidade do ADN

extraido

Para cada tipo de amostra realizaram-se diferentes métodos de extragdo para
averiguar qual o mais adequado, fornecendo concentragdes e purezas do ADN elevadas.
Extratos com niveis de pureza entre 1,7 e 2,1 podem-se considerar de boa qualidade,
sendo que o valor éptimo dever-se-a centrar a volta de 1,8. Assim, para os bolbos de
Crocus sativus L. e Crocus cartwrightianus “Albus” testaram-se os trés métodos descritos
na sec¢ao 5.3, ou seja, DNeasy Plant, CTAB e NucleoSpin, para os quais os valores de
concentracao e pureza se apresentam na Tabela 11. No caso do DNeasy Plant, verifica-
se que as concentracdes e purezas obtidas foram bastante baixas. Apesar de no CTAB
se terem registado purezas elevadas, as concentracdes obtidas foram ainda demasiado
baixas, por estes motivos considerou-se o0 método NucleoSpin como o mais adequado
para este tipo de amostra, uma vez que forneceu concentracgdes relativamente elevadas

e purezas aceitaveis.

Tabela 11 - Valores das concentragdes e purezas do ADN extraido dos bolbos para cada tipo de
extracio.

. x Concentragéo Pureza
Método de Extracéo Amostra (ng/uL) (A260/A280)
CS 3,0 2,18
DNeasy Plant
CA 5.2 2,29
Cs 49 1,73
CTAB

CA 20,7 1,97
Cs 96,7

NucleoSpin 2,19
CA 110,0 2,19

A avaliagado da integridade do ADN gendmico dos extratos obtidos dos bolbos foi
efetuada por eletroforese em gel de agarose e pode ser visualizada na Figura 17, onde
se podem observar bandas/arrastamentos de baixo peso molecular. Os pogos em que
nao aparecem bandas ou onde estas tém uma fraca intensidade correspondem aos
extratos com uma baixa concentracdo. Por outro lado, os extratos com maior
concentracao revelam algum arrastamento que pode ser explicado pela presenca de ADN

degradado e contaminag&o com algum ARN.
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M- 1 2 3 45 6 B

Figura 17 — Eletroforese em gel de agorose de ADN gendmico dos bolbos extraido a partir de trés
diferentes métodos. Linha 1 — Crocus sativus extraido pelo método DNeasy Plant; Linha 2 —
Crocus cartwrightianus “Albus” extraido pelo método DNeasy Plant; Linha 3 — C. sativus. extraido
pelo método CTAB; Linha 4 — C. cartwrightianus extraido pelo método CTAB; Linha 5 — C. sativus
extraido pelo método NucleoSpin Food; Linha 6 — C. cartwrightianus extraido pelo método
NucleoSpin. M — marcador molecular HyperLadder | (Bioline, Londres, Reino Unido). B — Branco
de extragao.

Relativamente a extracdo de ADN das folhas frescas e liofilizadas procedeu-se a
utilizacdo do protocolo CTAB pois em trabalhos anteriores [112] revelou ser o mais
adequado para este tipo de matriz. Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 12,
onde se pode observar um intervalo bastante alargado de concentragdes, desde os 69,4
ng/uL até os 510 ng/uL. Quanto as purezas pode-se verificar que estdo todas dentro dos

parametros aceitaveis para se considerar ADN de boa qualidade.

Tabela 12 — Valores das concentragbes e purezas do ADN
extraido das folhas de Crocus spp. a partir do método CTAB.

Amostra Concentracéo Pureza
(ng/pL) (A260/A280)
CRO1 220,3 2,17
CR0O2 510,0 1,99
CRO3 210,3 2,06
CRO04 90,2 2,05
CRO5 70,6 2,17
CRO6 87,4 2,12
CRO7 179,9 1,98
CRO8 72,1 1,89
CR0O9 69,4 1,88
CR10 299,6 2,00
CR11 457,1 1,94
CR22 78,4 1,84
CR23 111,0 2,00
CR24 71,5 1,98
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Na Figura 18 esta representada a eletroforese em gel de agarose para avaliagdo
da integridade do ADN gendmico das amostras de folhas de Crocus CR01 a CR11. As
bandas obtidas sao de elevada massa molecular, com um tamanho superior a 10.000 pb.
Todos os extratos apresentam uma elevada integridade, com a excegdo da amostra
CR11 (Linha 4) que se encontra bastante degradada, o que pode ser explicado pelo facto
de esta nao ter sido liofilizada antes do seu armazenamento, ao contrario de todas as

outras.

Figura 18 — Eletroforese em gel de agarose de ADN gendmico extraido a partir das folhas. Linhas
1, 3, 5-8 — Crocus sativus; Linha 2 — Crocus olivieri balausae; Linha 4 — Acafrdo selvagem; Linha 9
— Crocus kosaninii; Linha 10 — Crocus kotschyanus; Linha 11 — Crocus speciosus; M — marcador
molecular HyperLadder | (Bioline, Londres, Reino Unido); B — Branco de extragéo.

Para escolher qual o método mais adequado para amostras de estigmas de
Acafrdo ou flores de Cartamo, testaram-se novamente os trés métodos CTAB,
NucleoSpin e DNeasy Plant. Na Tabela 13 encontram-se os valores das concentragdes e
purezas obtidas para cada método no caso da amostra de Cartamo (Carthamus tinctorius
— CT). A maior concentracdo e pureza do ADN foram fornecidas pelo DNeasy Plant,
tendo por isso sido escolhido para extrair as restantes amostras de estigmas e Acafrdo

em po.

Tabela 13 — Valores das concentragcbes e purezas do ADN extraido das
flores de Carthamus tinctorius para cada tipo de extragao.

Tipo de extragio Concentracao Pureza
(ng/pL) (A260/A280)
CTAB 20,5 1,58
NucleoSpin 23,6 1,57
DNeasy Plant 48,8 1,80
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Os resultados obtidos para a extracdo do ADN das amostras de estigmas e

Acafrdao em pé pelo método Dneasy Plant estdo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14 — Valores das concentragdes e purezas do ADN extraido dos estigmas e
do Acafrao em pé pelo método DNeasy Plant.

Amostra Concentracédo (ng/uL) Pureza (A260/A280)
CR12 4,6 1,49
CR13 83,2 1,82
CR14 43,2 1,85
CR15 36,5 1,94
CR16 12,8 2,07
CR17 26,9 5,34
CR18 38,5 2,10
CR19 32,2 1,93
CR20 26,4 2,70
CR21 30,3 1,97
CR25 25,5 1,48

Os resultados obtidos foram muito variaveis, desde uma concentracao de 4,6
ng/pL da amostra CR12, a uma concentragédo de 83,2 da amostra CR13. O primeiro valor
é bastante baixo possivelmente devido ao facto de esta amostra ter sido utilizada fresca e
nao ter sofrido qualquer tipo de secagem ou liofilizagdo e por isso a presenga de
humidade talvez ndo tenha favorecido a extracdo adequada de ADN. Por outro lado,
algumas das purezas também n&o estdo dentro do intervalo de valores mais adequado.
As amostras CR12 e CR25 apresentam uma pureza demasiado baixa rondando os 1,5 o
que sugere alguma contaminagéo por proteinas. As amostras CR17 e CR20 apresentam
uma pureza muito acima dos niveis normais, indicando a presenca de interferentes tais
como polifenois. As restantes amostras apresentam valores dentro dos niveis requeridos.

Na Figura 19 esta representada a eletroforese em gel de agarose para avaliagao
do ADN gendmico das amostras de estigmas e Acafrdo em pd. Pela observagéo do gel
pode-se verificar que ha presengca de ADN em todas as amostras, no entanto existe
algum arrastamento que ndo permite tirar nenhuma conclusdo acerca da massa

molecular dos extratos.
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Figura 19 - Eletroforese em gel de agarose de ADN gendmico extraido a partir dos estigmas e
Acafrdo em pé. Linha 1 a 10 — CR12 a CR21. Linha 11 — CR25. M — marcador molecular
HyperLadder | (Bioline, Londres, Reino Unido). B — Branco de extragéao.

6.2 Amplificagdo por PCR qualitativa

6.2.1 Identificacdo de Acafrdo (Crocus sativus L.)

6.2.1.1 Locus 18SrARN

Em primeiro lugar, todas as amostras extraidas foram submetidas a uma PCR
qualitativa com oligonucleétidos especificos para um gene universal a todas as espécies
eucariotas (18SRG-F/18SRG-R) de modo a confirmar a sua capacidade de amplificagao.
Para além disso, utilizaram-se mais 18 amostras previamente extraidas no laboratério
para verificar a reatividade dos primers em estudo com outras espécies, nomeadamente
diversos condimentos, especiarias e plantas aromaticas.

No caso das amostras em que se testaram diferentes métodos de extracéo
verifica-se, pela observagdo do aparecimento de bandas do tamanho esperado (113 pb),
que mesmo os métodos que apresentaram resultados de baixa qualidade em termos de
rendimento e pureza forneceram extratos amplificaveis por PCR qualitativa (Figura 20).
Do mesmo modo, como se pode verificar nas Figuras 21 e 22, os restantes extratos das

folhas e estigmas apresentaram uma boa capacidade de amplificagao.
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Figura 20 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir da amplificagao
dos extratos dos bolbos e dos estigmas com os primers 18SRG-F/18SRG-R. A) Linha 1 — Crocus
sativus extraido pelo método DNeasy Plant; Linha 2 — Crocus cartwrightianus “Albus” extraido pelo
método DNeasy Plant; Linha 3 — C. sativus extraido pelo método CTAB; Linha 4 - C.
cartwrightianus extraido pelo método CTAB; Linha 5 — C. sativus extraido pelo método
NucleoSpin; Linha 6 — C. cartwrightianus extraido pelo método NucleoSpin. B) Linha 1 — C.
tinctorius extraido pelo método DNeasyPlant. Linha 2 — C. tinctorius extraido pelo método CTAB.
Linha 3 — C. tinctorius extraido pelo método NucleoSpin. M — Marcador molecular 100 bp DNA
Ladder (Bioron, Ludwigshafen, Alemanha). CN — Controlo negativo.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 CN

LI

TEATETErEr AT SR AR eE TR R ee $——> 113pb

Figura 21 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir da amplificacéo
dos extratos das folhas com os primers 18SRG-F/18SRG-R. Linhas 1 a 11 — CR01 a CR11; Linhas
12 a 14 — CR22 a CR24. M — Marcador molecular 100 bp DNA Ladder (Bioron, Ludwigshafen,
Alemanha). CN — Controlo negativo.

Na Figura 23 apresentam-se os resultados da amplificacdo relativamente a
avaliagdo da reatividade cruzada com outros condimentos, especiarias e plantas
aromaticas. Na reacao também foram incluidas algumas das amostras extraidas para
este estudo, nomeadamente uma amostra de Crocus sativus (CR01), uma de C. kosaninii
(CR08), C. kotschyanus (CR09), C. speciosus (CR10), Acafrdo selvagem (CR11l) e
Carthamus tinctorius (CT). Como se pode verificar todas as amostras apresentam boa

capacidade de amplificacdo, podendo deste modo ser utilizadas nas analises posteriores.
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Figura 22 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir da amplificagao
dos extratos dos estigmas e do Agafrdo em p6 com os primers 18SRG-F/18SRG-R. Linhas 1 a 10
— CR12 a CR21. Linha 11 — CR25. M — Marcador molecular 100 bp DNA Ladder (Bioron,
Ludwigshafen, Alemanha). CN — Controlo negativo.

M1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18

U R R e e e ——> 113 pb

M 19 20 21 22 23 24 CN
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Figura 23 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir da amplificagéo
das amostras para estudo da reatividade cruzada com os primers 18SRG-F/18SRG-R. Linha 1 —
CRO1; Linha 2 — CT; Linha 3 a 6 — CR08 a CR11; Linha 7 — Cebola; Linha 8 — Alho; Linha 9 —
Salsa; Linha 10 — Pimenta branca; Linha 11 — Louro; Linha 12 — Pimentdo doce; Linha 13 — Piri-
piri; Linha 14 — Erva principe; Linha 15 — Funcho; Linha 16 — Dente-de-ledo; Linha 17 — Cavalinha;
Linha 18 — Cidreira; Linha 19 — Camomila; Linha 20 — Cha verde; Linha 21 — Salvia; Linha 22 —
Horteld-pimenta; Linha 23 — Hipericum androsaeum; Linha 24 — Hipericum perforatum. M —
Marcador molecular 100 bp DNA Ladder (Bioron, Ludwigshafen, Alemanha). CN — Controlo
negativo.

57



Caterina Villa | FFUP| Mestrado em Controlo da Qualidade

6.2.1.2 LociITS1elTS2

Como ja referido, a regido ITS é largamente utilizada desde ha décadas em
estudos filogenéticos de diversos grupos de plantas. O elevado poder de discriminagao
desta regido em baixos niveis taxondmicos é bem conhecido na sistematica molecular de
plantas e como conseguinte, € frequentemente usada como DNA barcode. Alguns
estudos recentes revelaram algumas preocupacdes relativamente a este locus, e por
estes motivos surgiu a possibilidade de utilizar uma das duas regides em que se divide,
ITS1 e ITS2, adjacentes ao locus 5.8S [72, 75]. Assim, desenharam-se primers que
incluissem cada uma destas regibes, verificando-se a sua especificadade nas amostras

analisadas.

M 1T 2F3IF4ES3 08T -8 -9 11011 T 12513514 7157 16 117 18

-—-
o - —> 226 pb

M 19 20 21 22 23 24 CN

4l 3

Figura 24 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir da amplificacao
das amostras para estudo da reatividade cruzada com os primers ITS-CS-F/ITS-CS-R1. Linha 1 —
CRO1; Linha 2 — CRO08; Linha 3 — CR09; Linha 4 — CR10; 5 — CR11; Linha 6 — CT; Linha 7 —
Cebola; Linha 8 — Alho; Linha 9 — Salsa; Linha 10 — Pimenta branca; Linha 11 — Louro; Linha 12 —
Pimentao-doce; Linha 13 — Piri-piri; Linha 14 — Erva principe; Linha 15 — Funcho; Linha 16 —
Dente-de-ledo; Linha 17 — Cavalinha; Linha 18 — Cidreira; Linha 19 — Camomila; Linha 20 — Cha
verde; Linha 21 — Salvia; Linha 22 — Hortel&-pimenta; Linha 23 — Hipericum androsaeum; Linha 24
— Hipericum perforatum. M — Marcador molecular 100 bp DNA Ladder (Bioron, Ludwigshafen,
Alemanha). CN — Controlo negativo.
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Primeiramente otimizou-se a reagdo com os primers ITS-CS-F/ITS-CS-R1 para as
condigbes de temperatura, quantidade de magnésio, numero de ciclos e duragéo de cada
etapa de amplificacdo e, finalmente, testou-se a reatividade cruzada com espécies de
plantas usadas como condimentos, especiarias, ou ervas aromaticas. Os resultados
obtidos estdo representados na Figura 24, onde se pode verificar que estes primers
amplificaram somente as amostras do género Crocus, como comprovado pelo
aparecimento de bandas no tamanho esperado, 226 pb, ndo tendo qualquer reatividade
com as outras amostras testadas.

Assim, pbde-se prosseguir para a amplificacdo da regidao ITS1 através da
realizacdo de uma PCR qualitativa com os primers ITS-CS-F/ITS-CS-R1 para todas as
amostras de Crocus em estudo. Nas Figuras 25, 26 e 27 podem-se observar os produtos
obtidos apés separagao por eletroforese em gel de agarose. Pode-se verificar que houve
amplificacdo de todas as amostras pelo aparecimento de bandas no tamanho esperado
de 226 pb, com excecdo da amostra CT, correspondente a amostra de Carthamus

tinctorius (Figura 27).

M 1 2 3 4 5 6 CN

——— Wy W —> 226 pb

Figura 25 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir da amplificagao
dos extratos dos bolbos com os primers ITS-CS-F/ITS-CS-R1. Linha 1 — Crocus sativus extraido
pelo método DNeasy Plant; Linha 2 — Crocus cartwrightianus “Albus” extraido pelo método
DNeasy Plant; Linha 3 — C. sativus extraido pelo método CTAB; Linha 4 — C. cartwrightianus
extraido pelo método CTAB; Linha 5 — C. sativus extraido pelo método NucleoSpin; Linha 6 — C.
cartwrightianus extraido pelo método NucleoSpin. M — marcador molecular 100 bp DNA Ladder
(Bioron, Ludwigshafen, Alemanha). CN — Controlo negativo.

No entanto, os produtos obtidos exibem mais do que uma banda muito préximas,
especialmente visiveis nas Figuras 26, 27 e 28. E sabido que Crocus sativus é uma
planta triploide [113]. Em plantas tripldides existem trés copias de cada gene (neste caso
em particular o locus ITS1). Pode acontecer que haja alguma alteragéo nas sequéncias
desses genes mesmo sem modificar a sua fungéo, principalmente devido a mutagbes

pontuais, delecbes ou insercoes. Este facto pode levar ao aparecimento de bandas
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adicionais no caso de espécies tripldides se existirem diferengas em alguma das copias
das sequéncias, fazendo com que aparecam bandas de massa molecular diferente, mas
com intensidade menor [114-116]. Para obter uma melhor separacao das bandas, poder-
se-ia realizar uma eletroforese em gel de poliacrilamida de forma a permitir uma melhor

resolugao.

AA M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 CN

.
Bl L1 L I 1 1 1 J ——> 226 pb

B)M 1 2 3 CN
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Figura 26 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir da amplificacéo
dos extratos das folhas de Crocus com os primers ITS-CS-F/ITS-CS-R1. A) Linhas 1 a 11: CR01 a
CR11. B) Linhas 1 a 3: CR22 a CR24. M — Marcador molecular 100 bp DNA Ladder (Bioron,
Ludwigshafen, Alemanha). CN — Controlo negativo.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 CN
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Figura 27 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir da amplificacao
dos extratos dos estigmas e do Agafrdo em p6 com os primers ITS-CS-F/ITS-CS-R1. Linhas 1 a
10: CR12 a CR21; Linha 11: CR25; Linha 12: CT. M — Marcador molecular 100 bp DNA Ladder
(Bioron, Ludwigshafen, Alemanha). CN — Controlo negativo.
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Com base nestes dados pode-se afirmar que os primers propostos para o locus
ITS1 sdo especificos para o género Crocus, pois amplificam apenas as amostras
pertencentes a este género. Como se pode verificar pela Figura 27, a unica amostra nao
amplificada pertence a um género diferente (Carthamus tinctorius).

A partir dos extratos dos bolbos de Crocus sativus e Crocus cartwrightianus
obtidos através do método NucleoSpin e diluidos para 50 ng/uL, realizaram-se também
diluigdes seriadas até 0,005 ng/uL para avaliar a sensibilidade da técnica de PCR
proposta para o locus ITS1. Este facto foi comprovado como se pode verificar pela

presenca de bandas até a ultima diluicao (Figura 28).

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 CN

il
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Figura 28 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir da amplificagao
dos extratos dos bolbos com os primers ITS-CS-F/ITS-CS-R1. Linhas 1 a 5 - 50 ng/uL; 5 ng/uL;
0,5 ng/pL; 0,05 ng/uL; 0,005 ng/pL de Crocus sativus. Linhas 6 a 10 - 50 ng/uL; 5 ng/uL; 0,5 ng/uL;
0,05 ng/uL; 0,005 ng/uL de Crocus cartwrightianus “Albus”. M — Marcador molecular 100 bp DNA
Ladder (Bioron, Ludwigshafen, Alemanha). CN — Controlo negativo.

Relativamente ao locus ITS2, apds otimizacdo das condigcdes da amplificacao por
PCR com os primers ITS-CS-F/ITS-CS-R2, prosseguiu-se com a avaliagdo da reatividade
cruzada como anteriormente efetuado com os primers para o locus ITS1. Na Figura 29
apresentam-se os resultados obtidos, os quais confirmam a especificidade da reacao
para Crocus sativus. Deste modo, prosseguiu-se para a avaliagdo da amplificagao das
restantes espécies de Crocus em estudo com os referidos primers do locus ITS2. Os
resultados obtidos estdo apresentados nas Figuras 30, 31 e 32.

Quanto as amostras dos bolbos (Figura 30) verifica-se que ocorreu amplificagéo
somente nas amostras cujo ADN foi extraido pelo método NucleoSpin, o0 que comprova a
melhor qualidade do extrato, como ja referido na segao 6.1. Verifica-se também que
houve amplificagdo bem sucedida de das duas espécies de bolbos, Crocus sativus L. e
Crocus cartwrigthianus, pelo aparecimento de bandas no tamanho esperado de 641 pb.
No entanto, ha também a presenca de bandas com pesos moleculares diferentes, o qual
podera ter sido devido a varias razées. Uma das quais consiste no facto de a regidao ITS
ser uma zona que pode estar sujeita a uma evolugéo concertada incompleta e que pode

levar a existéncia de copias paralogas divergentes entre individuos, ou seja, copias que
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tém a capacidade de acumular mutagdes de forma mais ou menos independente,
resultando assim numa variabilidade intraindividual [71, 112, 117]. Assim, devido a
elevada variabilidade desta regido, frequentemente sujeita a mutagdes pontuais,
insercdes ou delegbes [117], pode acontecer que dentro do genoma de um mesmo
individuo existam copias da regido que estejam mutadas, ndo permitindo a ligagcéo
completa dos primers a sequéncia ou levando a amplificacdo de uma sequéncia que nao
corresponde exatamente ao alvo pretendido, originando assim produtos de PCR de

tamanhos diferentes, mas com uma intensidade menor.
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Figura 29 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir da amplificagao
das amostras para estudo da reatividade cruzada com os primers ITS-CS-F/ITS-CS-R2. Linha 1 —
CRO1; Linha 2 — CT; Linha 3 — CRO08; Linha 4 — CRO09; Linha 5 — CR10; 6 — CR11; Linha 7 —
Cebola; Linha 8 — Alho; Linha 9 — Salsa; Linha 10 — Pimenta branca; Linha 11 — Louro; Linha 12 —
Pimentdo-doce; Linha 13 — Piri-piri; Linha 14 — Erva principe; Linha 15 — Funcho; Linha 16 —
Dente-de-ledo; Linha 17 — Cavalinha; Linha 18 — Cidreira; Linha 19 — Camomila; Linha 20 — Cha
verde; Linha 21 — Salvia; Linha 22 — Hortel&d-pimenta; Linha 23 — Hipericum androsaeum; Linha 24
— Hipericum perforatum. M — Marcador molecular 100 bp DNA Ladder (Bioron, Ludwigshafen,
Alemanha). CN — Controlo negativo.
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Figura 30 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir da amplificagéo
dos extratos dos bolbos com os primers ITS-CS-F/ITS-CS-R2. Linha 1 — Crocus sativus extraido
pelo método DNeasy Plant; Linha 2 — Crocus cartwrightianus “Albus” extraido pelo método
DNeasy Plant; Linha 3 — C. sativus extraido pelo método CTAB; Linha 4 — C. cartwrightianus
extraido pelo método CTAB; Linha 5 — C. sativus extraido pelo método NucleoSpin; Linha 6 — C.
cartwrightianus extraido pelo método NucleoSpin. M — marcador molecular 100 bp DNA Ladder
(Bioron, Ludwigshafen, Alemanha). CN — Controlo negativo.
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Figura 31 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir da amplificagdo
dos extratos das folhas com os primers ITS-CS-F/ITS-CS-R2. Linhas 1 a 11: CR01 a CR11; Linhas
12 a 14: CR22 a CR24. M — marcador molecular 100 bp DNA Ladder (Bioron, Ludwigshafen,
Alemanha). CN — Controlo negativo.

Na Figura 31, pode-se verificar que ocorreu amplificagdo somente nas amostras
CRO01, CR03 a CR07 e CR22 a CR24, todas elas classificadas como Crocus sativus L.,
nao se observando qualquer banda para as restantes espécies. No entanto, quando se
aplicou a técnica aos extratos de estigmas e Acgafrdo em poé (Figura 32), obtéve-se

amplificacdo apenas na amostra em po6 (CR25).
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Figura 32 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir da amplificagdo
dos extratos dos estigmas e do Agafrdo em p6 com os primers ITS-CS-F/ITS-CS-R2. Linhas 1: CT,
Linhas 2 a 11: CR12 a CR21; Linha 12: CR25. M — Marcador molecular 100 bp DNA Ladder
(Bioron, Ludwigshafen, Alemanha). CN — Controlo negativo.

Assim, pode-se afirmar que este locus, quando amplificado com os primers ITS-
CS-F/ITS-CS-R2, é especifico para as espécies Crocus sativus e Crocus cartwrightianus
pois s6 amplificou as amostras pertencentes a estas espécies. No entanto, apesar dos
referidos primers funcionarem em folhas e bolbos, ndo sdo eficazes para estudos de
autenticidade uma vez que nao permitiram a amplificagdo das amostras de estigmas de
Crocus sativus.

O facto do locus ITS2 ser especifico para as espécies Crocus sativus L. e Crocus
cartwrightianus e nao para as outras espécies pertencentes ao mesmo género pode ser
devido as relagdes genéticas entre estas duas espécies. Esta reportado que Crocus
sativus L. teve origem a partir de um antepassado bastante semelhante com o atual
Crocus cartwrightianus, tendo por isso uma proximidade genética elevada, com uma
composi¢cao de ADN muito semelhante [113, 118-120]. Este facto pode significar que
existe alguma semelhanga no locus ITS2 destas duas espécies e portanto levar a

amplificacéo das duas amostras com os oligonucleétidos especificos para essa regiao.

6.2.1.3 Locus matK

O gene cloroplastidial matK localiza-se no intrdo trnK e codifica para a enzima
maturase K, responsavel pelo splicing de intrdes do Grupo Il. Este gene tem um tamanho
ideal, uma elevada taxa de substituicado dentro de espécies e uma larga proporgao de
variabilidade nucleotidica, para além de possuir regides mutacionais altamente
conservadas. Por estes motivos, é frequentemente utilizado em estudos genéticos de
identificagao de espécies e sistematica vegetal [121]. Assim, pretendeu-se neste trabalho
avaliar esta regiao como potencial marcador de autenticidade de Crocus sativus. Para

este efeito, desenharam-se primers para amplificagdo desta regiao.
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Em primeiro lugar, otimizou-se a técnica de PCR qualitativa com os primers
MKCS-F/MKCS-R e testou-se a potencial reatividade cruzada de forma idéntica ao
efetuado na seccdo 6.2.1.2. A eletroforese em gel de agarose dos produtos obtidos
permitiu verificar a amplificacdo do fragmento esperado de 606 pb em todas as amostras
do género Crocus. Para além disso ha também presenca de uma banda de fraca
intensidade que mostra que houve alguma amplificagdo da amostra Dente-de-ledo
(Figura 33). Foi realizada uma segunda PCR qualititativa para verificar se este facto se
deveu a alguma contaminacao ou se ocorreu efetivamente amplificacdo desta amostra,
no entanto verificou-se a mesma situacao. Como nao esta reportado que o Dente-de-ledo
seja um adulterante de Acafrdo [42, 107, 108], concluiu-se que esta reatividade nao é
relevante e, portanto, os primers MKCS-F/MKCS-R poderao ser igualmente eficazes em

estudos de autenticidade.
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Figura 33 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir da amplificagao
das amostras para estudo da reatividade cruzada com os primers MKCS-F/MKCS-R. Linha 1 —
CRO1; Linha 2 — CT; Linha 3 — CRO0S8; Linha 4 — CR09; Linha 5 — CR10; 6 — CR11; Linha 7 —
Cebola; Linha 8 — Alho; Linha 9 — Salsa; Linha 10 — Pimenta branca; Linha 11 — Louro; Linha 12 —
Pimentao-doce; Linha 13 — Piri-piri; Linha 14 — Erva principe; Linha 15 — Funcho; Linha 16 —
Dente-de-ledo; Linha 17 — Cavalinha; Linha 18 — Cidreira; Linha 19 — Camomila; Linha 20 — Cha
verde; Linha 21 — Salvia; Linha 22 — Hortel&d-pimenta; Linha 23 — Hipericum androsaeum; Linha 24
— Hipericum perforatum. M — Marcador molecular 100 bp DNA Ladder (Bioron, Ludwigshafen,
Alemanha). CN — Controlo negativo.

De seguida testou-se a aplicabilidade destes primers com as restantes amostras,

cujos resultados estdo apresentados nas Figuras 34 e 35. Verificou-se que houve
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amplificacdo de todas as amostras, incluindo bolbos, folhas e estigmas, com excecéo do

Carthamus tinctorius (linha 12, Figura 35), o que indica que os primers propostos para o
locus matK sao especifico do género Crocus.
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Figura 34 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir da amplificagao
dos extratos das folhas e bolbos com os primers MKCS-F/MKCS-R. A) Linhas 1 a 11: CR01 a
CR11; Linha 12 — Crocus sativus extraido pelo método NucleoSpin; Linha 13 - Crocus
cartwrightianus “Albus” extraido pelo método NucleoSpin. M — marcador molecular 100 bp DNA
Ladder (Bioron, Ludwigshafen, Alemanha). CN — Controlo negativo. B) Linhas 1 a 3: CR22 a

CR24. M — marcador molecular 100 bp DNA Ladder (Bioron, Ludwigshafen, Alemanha). CN —
Controlo negativo.
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Figura 35 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir da amplificacéo
dos extratos dos estigmas e Acafrdo em pé com os primers MKCS-F/MKCS-R. Linhas 1 a 10:
CR12 a CR21; Linha 11: CR25; Linha 12: CT. M — Marcador molecular 100 bp DNA Ladder
(Bioron, Ludwigshafen, Alemanha). CN — Controlo negativo.
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6.2.1.4 SCAR marker

Os marcadores SCAR, como ja referido na seg¢édo 2.2.3, sdo fragmentos de ADN
amplificados por PCR usando primers especificamente desenhados a partir das
sequéncias nucleotidicas selecionadas e sequenciadas do perfii de RAPD. Muitos
estudos tém demonstrado que marcadores SCAR provenientes de perfis RAPD tém sido
usados com sucesso na identificacdo de espécies de plantas e cultivares e na detegcao de
adulterantes em amostras comerciais [42, 53, 73, 122, 123].

Desenvolveram-se assim primers CS-F/CS-R especificos para uma sequéncia
obtida a partir de um perfil RAPD que foi depositada na base de dados do NCBI com o
nome Crocus sativus clone F6 RAPD marker AJ-05 genomic sequence, € o codigo de
acesso do Genbank de KC353365.1. Procedeu-se seguidamente a otimizacdo da
amplificacdo por PCR qualitativa e avaliou-se a potencial reatividade cruzada com outras

espécies. Os resultados demonstraram que houve amplificacdo somente na amostra da

M 12 3 4 5 6 7 8 910 1112 13 14 15 16 17 18
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Figura 36 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir da amplificagao
das amostras para estudo da reatividade cruzada com os primers CS-F/CS-R. Linha 1 — CR01;
Linha 2 — CT; Linha 3 — CR08; Linha 4 — CR09; Linha 5 — CR10; 6 — CR11; Linha 7 — Cebola;
Linha 8 — Alho; Linha 9 — Salsa; Linha 10 — Pimenta branca; Linha 11 — Louro; Linha 12 —
Pimentdo-doce; Linha 13 — Piri-piri; Linha 14 — Erva principe; Linha 15 — Funcho; Linha 16 —
Dente-de-ledo; Linha 17 — Cavalinha; Linha 18 — Cidreira; Linha 19 — Camomila; Linha 20 — Cha
verde; Linha 21 — Salvia; Linha 22 — Hortel&d-pimenta; Linha 23 — Hipericum androsaeum; Linha 24
— Hipericum perforatum. M — Marcador molecular 100 bp DNA Ladder (Bioron, Ludwigshafen,
Alemanha). CN — Controlo negativo.
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espécie Crocus sativus L. (Figura 36), com o fragmento esperado de 274 pb, confirmando
a especificidade dos primers. Deste modo, passou-se para a amplificacdo das restantes

amostras, cujos resultados estdo apresentados nas Figuras 37, 38 e 39.

M 12 3 4 5 6CN
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Figura 37 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir da amplificagcao
dos extratos dos bolbos com os primers CS-F/CS-R. Linha 1 — Crocus sativus extraido pelo
método DNeasy Plant; Linha 2 — Crocus cartwrightianus “Albus” extraido pelo método DNeasy
Plant; Linha 3 — C. sativus extraido pelo método CTAB; Linha 4 — C. cartwrightianus extraido pelo
método CTAB; Linha 5 — C. sativus extraido pelo método NucleoSpin; Linha 6 — C. cartwrightianus
extraido pelo método NucleoSpin. M — marcador molecular 100 bp DNA Ladder (Bioron,
Ludwigshafen, Alemanha). CN — Controlo negativo.
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Figura 38 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir da amplificacao
dos extratos das folhas com os primers CS-F/CS-R. A) Linhas 1 a 11: CR01 a CR11. B) Linhas 1 a
3: CR22 a CR24. M — marcador molecular 100 bp DNA Ladder (Bioron, Ludwigshafen, Alemanha).
CN — Controlo negativo.
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Figura 39 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir da amplificagédo
dos extratos dos estigmas e Agafrdo em pd com os primers CS-F/CS-R. Linha 1: CT, Linhas 2 a
11: CR12 a CR21; Linha 12: CR25. M — Marcador molecular 100 bp DNA Ladder (Bioron,
Ludwigshafen, Alemanha). CN — Controlo negativo.

Relativamente as amostras dos bolbos, verifica-se que houve amplificagcdo quer
de Crocus sativus L. quer de C. cartwrightianus, com uma maior intensidade de bandas
para as amostras cujo ADN foi extraido pelo método NucleoSpin, confirmando mais uma
vez a melhor qualidade destes extratos (Figura 37). Verifica-se também o aparecimento
de uma banda de fraca intensidade desviada do peso melecular pretendido das amostras
de Acafrao, talvez devido ao baixo rendimento de extragdo. Para além disso, observa-se
que no caso da amostra de Crocus cartwrigthianus aparece apenas um unico fragmento
(Figura 37), que pode ser devido ao facto desta espécie ser dipldide [113] e portanto
possuir as duas copias das sequéncias com pesos moleculares iguais.

Nas Figuras 38 e 39 estdo apresentados os resultados das amostras de folhas e
estigmas, respetivamente, onde se verifica que houve amplificagcdo apenas das
correspondentes a espécie Crocus sativus. Nestes casos, para além da banda com o
peso molecular pretendido, também ha presenca de uma segunda banda com um peso
ligeiramente superior, tal como aconteceu com os bolbos.

Assim, pode-se concluir que os primers CS-F/CS-R sdo especificos para as
espécies Crocus sativus L. e C. cartwrightianus, pois ndao amplificaram mais nenhuma
espécie pertentence ao género Crocus. Por isso, tal como no locus ITS2, existe também
uma elevada semelhanga nesta regido devido a proximidade genética das duas espécies
[113, 118-120].
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6.2.2 Identificacdo de Cartamo (Carthamus tinctorius L.)

6.2.2.1 Avaliacdo da especificidade — Loci ITS1 e ITS2

Em estudos recentes, provou-se que o Cartamo é um adulterante muito comum
do Acafrao [42, 107]. Por estes motivos desenharam-se primers para as sequéncias das
regides ITS1 e ITS2 desta espécie de modo a verificar a sua especificidade para posterior
aplicacido na detecdo como adulterante.

Apoés otimizacdo das condigdes da PCR qualitativa, testou-se a reatividade
cruzada dos primers ITS-CT-F/ITS-CT-R1 e ITS-CT-F/ITS-CT-R2 especificos para os loci
ITS1 e ITS2, respetivamente, com as amostras de outros condimentos, especiarias e
ervas aromaticas ja utilizadas anteriormente. Os resultados obtidos apresentam-se nas
Figuras 40 e 41, os quais revelaram néao ter qualquer reatividade com as outras espécies

que nao C. tinctorius.
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Figura 40 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir da amplificacao
das amostras para estudo da reatividade cruzada com os primers ITS-CT-F/ITS-CT-R1. Linha 1 —
CT; Linha 2 — CRO01; Linha 3 — CRO08; Linha 4 — CR09; Linha 5 — CR10; 6 — CR11; Linha 7 —
Cebola; Linha 8 — Alho; Linha 9 — Salsa; Linha 10 — Pimenta branca; Linha 11 — Louro; Linha 12 —
Pimentdo-doce; Linha 13 — Piri-piri; Linha 14 — Erva principe; Linha 15 — Funcho; Linha 16 —
Dente-de-ledo; Linha 17 — Cavalinha; Linha 18 — Cidreira; Linha 19 — Camomila; Linha 20 — Cha
verde; Linha 21 — Salvia; Linha 22 — Hortel&-pimenta; Linha 23 — Hipericum androsaeum; Linha 24
— Hipericum perforatum. M — Marcador molecular 100 bp DNA Ladder (Bioron, Ludwigshafen,
Alemanha). CN — Controlo negativo.

70



Caterina Villa | FFUP| Mestrado em Controlo da Qualidade

Me1 22 34 5.6 748 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

—> 620 pb

LI
x

M 19 20 21 2223 24 CN

Figura 41 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir da amplificagcao
das amostras para estudo da reatividade cruzada com os primers ITS-CT-F/ITS-CT-R2. Linha 1 —
CRO1; Linha 2 — CT; Linha 3 — CRO08; Linha 4 — CR09; Linha 5 — CR10; 6 — CR11; Linha 7 —
Cebola; Linha 8 — Alho; Linha 9 — Salsa; Linha 10 — Pimenta branca; Linha 11 — Louro; Linha 12 —
Pimentdo-doce; Linha 13 — Piri-piri; Linha 14 — Erva principe; Linha 15 — Funcho; Linha 16 —
Dente-de-ledo; Linha 17 — Cavalinha; Linha 18 — Cidreira; Linha 19 — Camomila; Linha 20 — Cha
verde; Linha 21 — Salvia; Linha 22 — Hortela-pimenta; Linha 23 — Hipericum androsaeum; Linha 24
— Hipericum perforatum. M — Marcador molecular 100 bp DNA Ladder (Bioron, Ludwigshafen,
Alemanha). CN — Controlo negativo.

6.2.2.2 Detecdo de Cartamo em amostras de Agafrao

Ap6s comprovar a especificidade dos primers ITS-CT-F/ITS-CT-R1 e ITS-CT-
F/ITS-CT-R2 para o Cartamo, pbde-se entdo seguir para a analise da presenga do
adulterante em amostras de estigmas e Agafrdo em po.

Para além das amostras de estigmas em estudo, efetuaram-se misturas de 10%
de Cartamo como adulterante (CR19 e CR20) em duas amostras de estigmas de Agafrao,
comprovadas como sendo auténticas (CR15 e CR16). Assim, testou-se a presencga do
adulterante nas amostras de Acgafrdo e nas misturas realizadas através de amplificacao
por PCR com os dois referidos pares de primers para o locus ITS de Cartamo (Figuras 42
e 43).
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Figura 42 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir da amplificagao
dos extratos dos estigmas, do Acgafrdo em p6 e das misturas de Acgafrdo com 10% de Cartamo
usando os primers ITS-CT-F/ITS-CT-R1. Linha 1: CT (Controlo positivo); Linhas 2 a 11: CR12 a
CR21; Linha 12: CR25. M — Marcador molecular 100 bp DNA Ladder (Bioron, Ludwigshafen,
Alemanha). CN — Controlo negativo.
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Figura 43 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir da amplificagao
dos extratos dos estigmas, do Acafrdo em p6 e das misturas de Acafrdo com 10% de Cartamo
usando os primers ITS-CT-F/ITS-CT-R2. Linha 1: CT (Controlo positivo); Linhas 2 a 11: CR12 a
CR21; Linha 12: CR25. M — Marcador molecular 100 bp DNA Ladder (Bioron, Ludwigshafen,
Alemanha). CN — Controlo negativo.

Relativamente aos primers ITS-CT-F/ITS-CT-R1, como mostra a Figura 42, estes
revelaram que nenhuma das amostras de Acafrdo estava adulterada com Cartamo. O
aparecimento dos fragmentos esperados de 382 pb nas misturas com 10% de Cartamo
(linhas 9 e 10 da Figura 42) provou a eficacia destes primers na detecdo do adulterante
em amostras comerciais. Por outro lado, os primers ITS-CT-F/ITS-CT-R2 nao foram
capazes de detetar o adulterante nas misturas realizadas, por isso ndo se podem
considerar eficazes para este propdsito.

Um aspeto interessante a estudar seria a combinacao de mais misturas deste
adulterante em Acafrdo em diferentes percentagens de forma a determinar a
sensibilidade relativa da técnica. Para além disso, poderia-se adquirir mais amostras
comerciais de Agafrdo em estigmas e em pd para verificar a eventual presenca de

Cartamo como adulterante.
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6.3 Anaélise por PCR em tempo real

Apo6s otimizacdo da PCR qualitativa e do estudo da especificidade de cada par de
primers, procedeu-se a avaliagao da sua aplicabilidade na técnica de PCR em tempo real
acoplada a uma analise por HRM. O propésito da combinagcdo destas técnicas era
conseguir diferenciar, numa mesma reagao, amostras pertencentes a espécies distintas
dentro do género Crocus. Como ja referido, a analise por HRM permite distinguir
pequenas diferencas em sequéncias muito semelhantes, tais como as obtidas por
espécies geneticamente relacionadas [59-61, 124]. Para isso, recorreu-se a utilizacéo de
primers que amplificassem todas as amostras do género Crocus, tendo deste modo sido
escolhidos os que tiveram como alvo o /ocus ITS1.

Uma vez que o método de extragdo de ADN €& de elevada relevancia na
amplificacao, este é ainda mais importante na analise por HRM, pois esta técnica permite
identificar pequenas diferencas nas sequéncias que podem ser afetadas por diferengas
entre a qualidade de extratos. Por estes motivos considerou-se apropriada a comparagao
de amostras cujo ADN tivesse sido extraido pelo mesmo método.

Em primeiro lugar, realizou-se uma PCR em tempo real e analise HRM para todas
as amostras, em triplicado, de folhas extraidas pelo método CTAB (Figura 44). No grafico
em que estdo apresentadas as curvas de amplificagdo (Figura 44A), verifica-se que
existem dois grupos que se distinguem perfeitamente pelo niumero de ciclos em que a
amplificagao se inicia. Por outro lado, no grafico da temperatura de desnaturagao (Figura
44B), verifica-se que os dois grupos se centram numa Unica temperatura que ronda os
88°C. Os dados da analise por HRM revelam a existéncia de dois grupos bem distintos
(Figura 44C e 44D). Esta distingdo deve-se ao facto da técnica ter separado num grupo
as amostras pertencentes a espécie Crocus sativus L. (a vermelho) e no outro as
restantes amostras do mesmo género, mas de espécies diferentes (a verde), com base
nas pequenas diferengas existentes nas sequéncias nucleotidicas. Ou seja, todas as
amostras de Crocus sativus L. (CR01, CR03 a CR07) possuem a mesma sequéncia,
enquanto as outras espécies do mesmo género (CR08 a CR11) possuem diferengas nas
sequéncias, tendo por isso sido incluidas noutro grupo. A analise por HRM revelou
também que a maioria das amostras e respetivas réplicas foi agrupada no respetivo
cluster com uma percentagem de confianga superior a 95%. As curvas de amplificagao
mostram que as amostras de Crocus sativus comegam a amplificar mais cedo o que pode
ser devido também a existéncia de pequenas diferengas nas regides de emparelhamento
dos primers das restantes espécies, fazendo com que os primers demorem mais tempo a
ligar-se e atrasando a amplificacdo. No entanto, a temperatura de desnaturagdo mantém-

se igual, pois o fragmento alvo é o esperado, mas apenas com pequenas diferencas
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nucleotidicas.

Na Figura 45 apresentam-se os resultados de um ensaio de PCR em tempo real e
analise por HRM dos bolbos extraidos pelo método NucleoSpin. Relativamente as curvas
de amplificagéo (Figura 45A), também se conseguem visualizar dois grupos distintos, que
diferem no numero de ciclos em que se da inicio a amplificagdo do ADN. Por outro lado, a
temperatrura de desnaturagédo ronda para todas as amostras os 89°C (Figura 45B). A
distingdo das amostras em dois grupos € também apresentada pelos resultados obtidos
da analise HRM (Figura 45C e 45D).

Da mesma forma que nas folhas, também nos bolbos a técnica conseguiu
diferenciar Crocus sativus L. (a vermelho) de Crocus cartwrightianus (a amarelo)
colocando-os em clusters diferentes com uma percentagem de confianga em torno dos
99% para todas as amostras e respetivas réplicas.

Por fim, a abordagem relativamente aos estigmas e ao Acafrdo em pé6 foi
ligeiramente diferente. Neste caso todas as amostras pertenciam a mesma espécie, com
excecao da amostra de Carthamus tinctorius que nao amplificava com os primers ITS-
CS-F e ITS-CS-R1. Assim, decidiu-se utilizar na mesma reacao quer os oligonucleotidos
ITS-CS-F/ITS-CS-R1 quer os especificos para o Cartamo, ITS-CT-F/ITS-CT-R1. Deste
modo iria-se ter uma diferenciagao entre as amostras de Agafrao e aquelas que estavam
adulteradas com Cartamo (CR19 e CR20).

Sendo assim, todas as amostras de Agafrao em estigmas e em pé (CR12 a CR21
e CR25) extraidas pelo método DNeasy Plant foram submetidas a uma PCR em tempo
real e analise HRM com os primers ITS-CS-F/ITS-CS-R1 (em triplicado). Na mesma
reacdo foram incluidas as amostras de Carthamus tinctorius e as misturas (CR19 e
CR20), cujo ADN foi extraido pelo mesmo método, com os primers ITS-CT-F/ITS-CT-R1.
Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 46.

As curvas de amplificagdo mostram algumas diferengas a realgar (Figura 46A). A
vermelho esta representada a reagao com os oligonucledtidos especificos do género
Crocus e a azul com os especificos para Carthamus tinctorius. No caso do segundo
grupo, verifica-se que a amostra de Cartamo amplifica ao mesmo tempo que as restantes
amostras de Acgafrao, entre os 14 e os 18 ciclos. No entanto, nas misturas de Acgafrao
com Cartamo a amplificagdo ocorreu um pouco mais tarde, a volta dos 19 ciclos, o que se
justifica pelo facto da espécie alvo se encontrar numa baixa percentagem e portanto levar

mais tempo a amplificar.
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Figura 44 - Amplificacdo das
amostras das folhas de Crocus
sativus por PCR em tempo real com
o corante EvaGreen e com os
primers ITS-CS-F/ITS-CS-R1, e
respetiva anadlise por HRM. A -
Curvas de amplificagdo; B — Curvas
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Curvas de diferenga por analise
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Figura 45 - Amplificacdo das
amostras dos bolbos por PCR em
tempo real com corante EvaGreen
e com os primers ITS-CS-F/ITS-
CS-R1, e respetiva analise por
HRM. A — Curvas de amplificagao;
B — Curvas de desnaturagéo; C —
Curvas de desnaturagao
normalizada; D - Curvas de
diferenga por analise HRM. (Cor
vermelha — Amostra CS; Cor
amarela — Amostra CA).
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Figura 46 - Amplificacdo das
amostras de Agafrdo em estigmas e
em po6 por PCR em tempo real com
corante EvaGreen e com os primers
ITS-CS-F/ITS-CS-R1 e ITS-CT-
F/ITS-CT-R1, e respetiva analise

por HRM. A - Curvas de
amplificagdo; B — Curvas de
desnaturagdo; C - Curvas de

desnaturacdo normalizada; D -
Curvas de diferenga por analise
HRM. (Cor vermelha — Amostras
CR12, CR13, CR14, CR15, CR16,
CR17, CR18, CR19, CR20, CR21,
CR25 amplificadas com os primers
ITS-CS-F/ITS-CS-R1; Cor azul -
Amostras CT, CR19, CR20
amplificadas com os primers ITS-
CT-F/ITS-CT-R1).
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Verifica-se que no grafico da temperatura de desnaturagdo existem dois picos
bem definidos, o que confirma a presenca dos dois fragmentos alvo diferentes (Figura
46B). O grupo em que houve amplificagdo do locus ITS1 de Cartamo apresentou uma
temperatura de desnaturagao a volta dos 86°C, enquanto o outro grupo centrou-se a volta
dos 88°C.

A analise por HRM permitiu distinguir perfeitamente as duas reagdes, sendo que
no grupo a vermelho foram incluidas as amostras amplificadas com os primers ITS-CS-
F/ITS-CS-R1 e no grupo a azul as amostras amplificadas com os primers ITS-CT-F/ITS-
CT-R1 (Figura 46C e 46D). Isto demonstra também a capacidade desta técnica em
diferenciar as amostras que estao adulteradas com Carthamus tinctorius (CR19 e CR20).
A maioria das amostras e respetivas réplicas foram incluidas nos dois clusters com uma
percentagem de confianga acima dos 98%.

Resumindo, em todas as amostras a técnica de PCR em tempo real acoplada a
uma analise HRM foi capaz de diferenciar espécies diferentes dentro do género Crocus,
provando ser uma abordagem eficaz na identificacdo de espécies e detegdo de

adulterantes.

6.4 Sequenciacao

Para confirmar os resultados obtidos na PCR em tempo real e analise por HRM e
demonstrar a existéncia de diferencas nas sequéncias de nucledtidos consoante a
espécie, procedeu-se a sequenciacdo de algumas das amostras analisadas,
nomeadamente todas as amostras das folhas e bolbos (CR01 a CR11, CR22 a CR24, CS
e CA), alguns estigmas (CR14, CR15 e CT) e o Agafrao em p6 (CR25).

Relativamente a amostra de Carthamus tinctorius (CT), a sequenciagao foi
realizada com os primers ITS-CT-F/ITS-CT-R1 especificos para o locus ITS1, de 382 pb.
Os resultados apresentaram eletroferogramas com uma elevada resolugao, permitindo a
sequenciacao de 317 pb da regido alvo, em que se eliminaram as regides iniciais e finais
onde a resolugdo € normalmente muito baixa. Na Tabela 15 pode-se observar que néo
houve diferengas entre a amostra de Cartamo e a sequéncia da base de dados do NCBI
(FJ539127.1).

Quanto aos estigmas e Acgafrdo em pd, a sequenciagado foi realizada com os
primers ITS-CS-F/ITS-CS-R1 especificos para o locus ITS1, de 226 pb. Os resultados
apresentaram eletroferogramas com uma elevada resolugéo, permitindo a sequenciacéo
de 195 pb, em que se eliminaram também neste caso as regides iniciais e finais. Na
Tabela 16 estdo apresentados os resultados das amostras CR14, CR15 e CR25 em

comparagao com a sequéncia no NCBI (DQ094185.2).
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Tabela 15 — Alinhamento das sequéncias obtidas apds sequenciacdo com os primers ITS-CT-F/
ITS-CT-R1 para a amostra CT (Carthamus tinctorius).

FJ539127.1 128 GTGCTTATCTCTAGGCATCGTGGACGTCGTGTCGGCACAAAAACAAACCCCGGCACGGCA 187
Cartamo 1 GTGCTTATCTCTAGGCATCGTGGACGTCGTGTCGGCACAAAAACAAACCCCGGCACGGCA 60

FJ539127.1 188 TGTGCCAAGGAAAACAAAACTTAAGAAGGGTTCGTCTCGTGTTGCCCCGTTTGCGGTGTG 247

Cartamo 61 TGTGCCAAGGAAAACAAAACTTAAGAAGGGTTCGTCTCGTGTTGCCCCGTTTGCGGTGTG 120
FJ539127.1 248 CACACGGGTCGTGGCCTCTCATTAACCATAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTC 307
Cartamo 121 CACACGGGTCGTGGCCTCTCATTAACCATAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTC 180

FJ539127.1 308 ACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGA 367

Cartamo 181 ACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGA 240
FJ539127.1 368 ACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTCGGCCGAGGGCACGTCTGCC 427
Cartamo 241 ACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTCGGCCGAGGGCACGTCTGCC 300
FJ539127.1 428 TGGGCGTCACGCATCGC 444
Cartamo 301 TGGGCGTCACGCATCGC 317

Tabela 16 — Alinhamento das sequéncias obtidas apds sequenciagdo com os primers ITS-CS-F/
ITS-CS-R1 para as amostras CR14, CR15 (estigmas de Crocus sativus L.) e CR25 (Agafrdo em

po).
DQ094185.2 46 TCGCGAACGTGTTACACCATACTTACTTACTTACGACTCCGTTCCGTCCCGTCACTCCTC 105

CR14 1 TCGCGAACGTGTTACACCATACTTACTTACTTAGGACTCCGTTCCGECCCGTCGCTCCTC 60
CR15 1 TCGCGAACGTGTTACACCATACTTACTTACCTAGGACTCCGTTCCGECCCGTCEGCTCCTC 60
CR25 1 TCGCGAACGTGTTACACCATACTTACTTACCTAGGACTCCGTTCCGECCCGTCECTCCTC 60

DQ094185.2 106 GCGGCGTGGCGAGATTTTGGAGGAAACGAAACCCCGGCGCAGTGGGCGCCAAGGAACACT 165

CR14 61 GCGGCGTGGCGAGATTETGGAGGAAACGAAACCCCGGCGCAGTGGGCGCCAAGGAACACT 120
CR15 61 GCGGCGTGGCGAGATTETGGAGGAAACGAAACCCCGGCGCAGTGGGCGCCAAGGAACACT 120
CR25 61 GCGGCGTGGCGAGATTETGGAGGAAACGAAACCCCGGCGCAGTGGGCGCCAAGGAACACT 120

DQ094185.2 166 TCTTGGAAACGCCGTCGCGGCCCTCTCCACCTCCCTTTCTGTCTGTCCCACGATAGGGAG 225

CR14 121 TCTTGGAAGCGCCGTCGCGACCCTCTCCACCTCCCTTECITGECCATECCAGEGAGGAGGGAL 180
CR15 121 TCTTGGAAGCGCCGTCGCGACCCTCTCCACCTCCCTTECTTGECCATECCAGEGAGGAGGGAL 180
CR25 121 TCTTGGAAGCGCCGTCGCGACCCTCTCCACCTCCCTTECTTGECATECCAGEGAGGAGGGAL 180
DQ094185.2 226 GGAGGGAGGG 235
CR14 181 GEAGGLATGG 190
CR15 181 GEAGGLATGG 190
CR25 181 GEAGGLATGG 190

Procedeu-se do mesmo modo para o ADN extraido das folhas de espécies de
Crocus e amplificado com os primers ITS-CS-F/ ITS-CS-R1. Os resultados da
sequenciagao permitram a analise de 190 pb da regido amplificada com
eletroferogramas de elevada resolugao. Na Tabela 17 podem-se observar as diferengas
nucleotidicas entre a sequéncia no NCBI e as sequéncias obtidas para espécies do
género Crocus (CR02, CR08 a CR10 e CA) e Crocus sativus L. (CR01, CR03 a CRO07,

CR22 a CR24 e CS). Alguns nucledtidos ndao foram completamente identificados na
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sequenciacao, tendo-lhes sido atribuidas letras diferentes de acordo com a informacao da
Tabela 18.

Verifica-se que as folhas, os estigmas e o Ac¢afrdo em pd possuem um conjunto de
diferengas em relagdo aos dados do NCBI (nucledtidos realgados a verde), sendo que
essas diferengas séo praticamente as mesmas com excec¢éo de 4 nucledtidos (realgados
a vermelho) (Tabela 16), que nas folhas ndo resultaram serem diferentes da base de
dados. Sendo o locus ITS1 uma regido de elevada variabilidade, a probabilidade de
ocorrerem erros de sequenciacao é muito maior [71, 117]. Por este motivo, foram
realizadas varias réplicas para cada amostra e em todas elas as diferencas reproduziram-
se 0 que reforgou os resultados obtidos neste trabalho. Deste modo, sugere-se a
existéncia de erros de sequenciacao na sequéncia depositada no NCBI.

Relativamente aos 4 nucledtidos que nas folhas nao resultaram diferentes da base
de dados, pode ser devido ao fato de se estar perante duas partes diferentes da planta.
Segundo Li et al. [125] é possivel existirem diferencas na regido ITS dentro da mesma
espécie até 1,9%, neste caso para a planta Meconopsis. Logo, o mesmo pode acontecer
dentro da espécie Crocus sativus L., em que a percentagem de diferencas nucleotidicas
intraespécie aqui apresentada é de 1,7%.

Na Tabela 17 observam-se diferencas nucleotidicas entre as espécies de Crocus
(realcadas a cinzento). Salvo raras excegbes que podem ser devidas a erros de
sequenciacao ou pela impossibilidade de identificacdo dos nucleétidos, todas as
amostras da espécie Crocus sativus L. apresentaram a mesma sequéncia (CR01, CR03
a CR0O7, CR22 a CR24 e CS). Por outro lado, todas as outras amostras (CR02, CR08 a
CR10 e CA) apresentaram pequenas diferengas nucleotidicas entre si e com Crocus
sativus L. por serem espécies diferentes. Estes dados vém apoiar os resultados da
analise por HRM, a qual separou em dois grupos distintos as espécies: Crocus sativus L.
e as restantes espécies de Crocus.

Os dados de sequenciacdo mostraram a potencialidade do /ocus ITS1 na
distincao de espécies Crocus, podendo assim comprovar os resultados obtidos na analise
por HRM.

A partir destes resultados poderia-se prosseguir com o desenho de novos primers
de modo a amplificar uma regidao maior e portanto levar a que os dados de sequenciagao
incluissem a regido ITS1 completa. Com a informagdo completa da regido ITS1 para
cada espécie de Crocus, poder-se-ia prosseguir para o desenho de novos primers
especificos de cada espécie, desenvolvendo assim analises mais especificas e

permitindo uma identificagao mais rapida e fiavel das espécies.
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Tabela 17 — Alinhamento das sequéncias obtidas apds sequenciagdo com os primers ITS-CS-F/
ITS-CS-R1 para as amostras CR01, CR03 a CR07, CR22 a CR24 (folhas de Crocus sativus L.),
CS (bolbos de Crocus sativus L.), CR02 (Crocus olivieri balausae), CR08 (Crocus kosaninii), CR09
(Crocus kotschyanus), CR10 (Crocus speciosus) e CA (bolbos de Crocus cartwrightianus “Albus”).

DQ094185.2 46 TCGCGAACGTGTTACACCATACTTACTTACTTACGACTCCGTTCCGTCCCGTCACTCCTC 105
CRO1 1 TCGCGAACGTGTTACACCATACTTACTYACETAGGAMTCCGTTCCGTCCCGTCGCTCCTC 60
CRO3 1 TCGCGAACGTGTTACACCATACTTACTTACETAGGAMTCCGTTCCGECCCGTCGCTCCTC 60
CR0O4 1 TCGCGAACGTGTTACACCATACTTACTTACETAGGAMTCCETTCCGECCCGTCGCTCCTC 60
CRO5 1 TCGCGAACGTGTTACACCATACTTACTTACETAGGACTCCGTTCCGECCCGTCGCTCCTC 60
CRO6 1 TCGCGAACGTGTTACACCATACTTACTTACETAGGACTCCGTTCCGECCCGTCGCTCCTC 60
CRO7 1 TCGCGAACGTGTTACACCATACTTACTTACETAGGACTCCGTTCCGECCCGTCGCTCCTC 60
CR22 1 TCGCGAACGTGTTACACCATACTTACTTACETAGGACTCCGTTCCGECCCGTCGCTCCTC 60
CR23 1 TCGCGAACGTGTTACACCATACTTACTTACETAGGACTCCGTTCCGECCCGTCGCTCCTC 60
CR24 1 TCGCGAACGTGTTACACCATACTTACTTACETAGGACTCCGTTCCGECCCGTCGCTCCTC 60
Ccs 1 TCGCGAACGTGTTACACCATACTTACTTACETAGGACTCCGTTCCGECCCGTCGCTCCTC 60
CRO2 1 ATACGAACGTGTTACACCATACTTACTCACECTAGGAATCCECTTGCGTCCCGTCACTCCTC 60
CRO8 1 ATACGAACGTGTTACACCATACTTACTCACECTAGGAATCCGTTCCGTCCCGTCACTCCTC 60
CRO9 1 =CGCGAACGTGTTACACCATACTTACTCACETAGGACTCCGTTCCGTCC=GTCGCTCCTC 60
CR10 1 ATACGAACGTGTTACACCATACTTACTCACECAGGAATCCLCTTGCGTCC=GTCGCTCCTC 60
CR11 1 ATACGAACGTGTTACACCATACTTAYTTACECTAGGAATCCETTCCGECCCGTCACTCCTC 60
CA 1 =CGCGAACGTGTTACACCATACTTACTCACETACGACTCCGTTCCGTCCHGTCACTCCTC 60
DQ094185.2 106 GCGGCGTGGCGAGATTTTGGAGGAAACGAAACCCCGGCGCAGTGGGCGCCAAGGAACACT 165
CRO1 61 GCGGCGTGGCGAGATTTTGGAGGAAACGAAACCCCGGCGCAGTGGGCGCCAAGGAACACT 120
CRO3 61 GCGGCGTGGCGAGATTTTGGAGGAAACGAAACCCCGGCGCAGTGGGCGCCAAGGAACACT 120
CRO4 61 GCGGCGTGGCGAGATTTTGGAGGAAACGAAACCCCGGCGCAGTGGGCGCCAAGGAACACT 120
CRO5 61 GCGGCGTGGCGAGATTTTGGAGGAAACGAAACCCCGGCGCAGTGGGCGCCAAGGAACACT 120
CRO6 61 GCGGCGTGGCGAGATTTTGGAGGAAACGAAACCCCGGCGCAGTGGGCGCCAAGGAACACT 120
CRO7 61 GCGGCGTGGCGAGATTTTGGAGGAAACGAAACCCCGGCGCAGTGGGCGCCAAGGAACACT 120
CR22 61 GCGGCGTGGCGAGATTTTGGAGGAAACGAAACCCCGGCGCAGTGGGCGCCAAGGAACACT 120
CR23 61 GCGGCGTGGCGAGATTTTGGAGGAAACGAAACCCCGGCGCAGTGGGCGCCAAGGAACACT 120
CR24 61 GCGGCGTGGCGAGATTTTGGAGGAAACGAAACCCCGGCGCAGTGGGCGCCAAGGAACACT 120
Cs 61 GCGGCGTGGCGAGATTTTGGAGGAAACGAAACCCCGGCGCAGTGGGCGCCAAGGAACACT 120
CRO2 61 GCGGCGTGGCGAGATTTTGGAGGAAACGAAACCCCGGCGCAGTGGGCGCCAAGGAACACT 120
CRO8 61 GCGGCGTGGCGAGATTTTGGAGGAAACGAAACCCCGGCGCAGTGGGCGCCAAGGAACACT 120
CRO9 61 GCGGCGTGGCGAGATTTTGGAGGAAACGAAACCCCGGCGCAGTGGGCGCCAAGGAACACT 120
CR10 61 GCGGCGTGGCGAGATTTTGGAGGAA=CGAAACCCCGGCGCAGTGGGCGCCAAGGAACACT 120
CR11 61 GCGGCGTGGCGAGATTTTGGAGGAAACGAAACCCCGGCGCAGTGGGCGCCAAGGAACACT 120
CA 61 GCGGCGTGGCGAGATTTTGGAGGAAACGAAACCCCGGCGCAGTGGGCGCCAAGGAACACT 120
DQ094185.2 166 TCTTGGAAACGCCGTCGCGGCCCTCTCCACCTCCCTTTCTGTCTGTCCCACGATAGGGAG 225
CRO1 121 TCTTGG. CGCCGTCGCGACCCTCTCCACCTCCCTTCTITGTCTWTCCCAGRRGAGGGAL 180
CRO3 121 TCTTGGAAGCGCCGTCGCGACCCTCTCCACCTCCCTTCTTGTCTNTCCCAGRRGAGGGAL 180
CR0O4 121 TCTTGGAAGCGCCGTCGCGACCCTCTCCACCTCCCTTCTTGTCTNTCCCAGGAGAGGGAL 180
CRO5 121 TCTTGGAAGCGCCGTCGCGACCCTCTCCACCTCCCTTCTTGTCTNTCCCAGGAGAGGGAL 180
CRO6 121 TCTTGG. CGCCGTCGCGACCCTCTCCACCTCCCTTCTITGTCTWTCCCAGGAGAGGGAL 180
CRO7 121 TCTTGG. CGCCGTCGCGACCCTCTCCACCTCCCTTCTTGTCTWTCCCAGGAGAGGGAL 180
CR22 121 TCTTGGAAGCGCCGTCGCGACCCTCTCCACCTCCCTTCTTGTCTNTCCCAGGAGAGGGAL 180
CR23 121 TCTTGGAAGCGCCGTCGCGACCCTCTCCACCTCCCTTCTTGTCTNTCCCAGGAGAGGGAL 180
CR24 121 TCTTGG. CGCCGTCGCGACCCTCTCCACCTCCCTTCTITGTCTWTCCCAGGAGAGGGAL 180
Cs 121 TCTTGG. CGCCGTCGCGACCCTCTCCACCTCCCTTCTITGTCTGTCCCAGGAGAGGGAS 180
CRO2 121 TCTTGGAAGCGCCGTCGCGACCCTCTCCACCTCCCTTTCTGTCTNTCCCGGAAGAGGGAL 180
CRO8 121 TCTTGGAAGCGCCGTCGCGACCCTCTCCACCTCCCTTTCTGTCTNTCCCAGAAGAGGGAL 180
CRO9 121 TCTTGG. CGCCGTCGCGACCCTCTCCACCTCCCTTTCTGTCTWTCCCAGAAGAGGGAL 180
CR10 121 TCTTGG. CGCCGTCGCGACCCTCTCCACCTCCCTTTCTGTCTWTCCCGGAGGAGGGAG 180
CR11 121 TCTTGGAAGCGCCGTCGCGACCCTCTCCACCTCCCTTTCTGTCTWNTCCCACGAGAGGGAG 180
CA 121 TCTTGGAAGCGCCGTCGCGACCCTCTCCACCTCCCTTTCTGTCTGTCCCACGATAGGGAL 180
DQ094185.2 226 GGAGGGAGGG 235
CRO1 181 GCAGGCATGG 190
CRO3 181 GCAGGCATGG 190
CRO4 181 GCAGGCATGG 190
CRO5 181 GCAGGCATGG 190
CRO6 181 GCAGGCATGG 190
CRO7 181 GCAGGCATGG 190
CR22 181 GCAGGCATGG 190
CR23 181 GCAGGCATGG 190
CR24 181 GCAGGCATGG 190
Cs 181 GCAGGCAKGG 190
CRO2 181 GGAGGGATGG 190
CRO8 181 GGAGGGATGG 190
CRO9 181 GGAGGGATXGG 190
CR10 181 GGAGGGATXGG 190
CR11 181 GGAGGGATGG 190
CA 181 GCAGGCATIGG 190
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Tabela 18 - Legenda da informagéo de sequenciagao.

Symbol Description Bases represented
A adenine A
Cc cytosine C
G guanine G 1
T thymine T
U uracil U
W weak A T
S strong C G
M amino A C
K keto G T ’
R purine A G
Y pyrimidine C T
B not A (B comes after A) C G T
D not C (D comes after C) A G T
H not G (H comes after G) A C T ’
v not T (V comes after T and U) A C G
N or - any base (not a gap) A C G T 4
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8 Consideracdes finais

O tao conhecido Acafrao, Crocus sativus L., mundialmente utilizado como
condimento na preparagao dos mais variados alimentos, é considerada a especiaria mais
cara do planeta. O preco do Agafrdo da melhor qualidade no mercado internacional ronda
os 700-1500 euros por kg. Isto é devido ao facto do seu pigmento ser extraido apenas
dos seus trés finos estigmas. Assim, a pratica de adulteracbes nesta espécie, através da
adicdo de substancias sintéticas ou naturais, € muito comum, o que permite um
abaixamento do preco de producido e consequentemente um maior ganho econdémico
para os produtores. O consumidor é desta forma enganado sobre a autenticidade do
produto que esta a adquirir.

A fraude alimentar efetuada por comerciantes sem escrdpulos € uma pratica
recorrente, pelo que numerosos métodos fisicos e quimicos/bioquimicos tém sido
utilizados para verificar essas irregularidades. No entanto, o aparecimento de novas
formas de adulteracdo esta a dificultar a sua detecdo por métodos tradicionais, o0 que tem
sido um impulso para o desenvolvimento de novos métodos, mais fidveis e robustos para
combater estas praticas fraudulentas e para proteger os consumidores. Os métodos
analiticos com base em marcadores de ADN tém-se revelado ferramentas e alternativas
promissoras aos métodos convencionais.

Assim, este trabalho levou ao desenvolvimento de marcadores moleculares para
avaliacdo da autenticidade do Acafrdo, através da utilizagdo das técnicas de PCR
qualitativa e PCR em tempo real. As regifes genémicas estudadas foram as designadas
como DNA barcode - ITS1, ITS2 e matKk - e um marcador SCAR. Para isso, foram
utilizadas diferentes amostras, entre as quais amostras de folhas e bolbos de diferentes
espécies do género Crocus, estigmas de amostras comerciais de Acafrdo, Cértamo
(como exemplo de um adulterante comum) e Acafrdo em po, para além de terem sido
realizadas misturas de estigmas de Crocus sativus com Carthamus tinctorius.

A analise por PCR qualitativa permitiu concluir que as regides ITS1 e matK sao
especificas do género Crocus, pois houve amplificacdo de todas as amostras
pertencentes a esse género com os primers desenhados especificamente para essas
regides. Por outro lado, a regido ITS2 e o marcador SCAR foram especificos para a
espécie Crocus sativus L. e Crocus cartwrightianus, pois esta reportado que estas duas
espécies sdo bastante proximas geneticamente. Todos estes marcadores foram
considerados aptos para estudos de autenticidade e identificacdo de espécies em todas
as matrizes testadas, com a excecdo da regido ITS2 cuja amplificacdo nao resultou

quando aplicada em estigmas.
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A utilizac@o de primers especificos para a regido ITS1 de Carthamus tinctorius
permitiu, através de uma PCR qualitativa, a detecdo de Cartamo numa percentagem de
10% nas misturas realizadas, provando a eficacia desta regido na detecdo deste
adulterante. Por outro lado, a regidao ITS2 especifica para a mesma espécie revelou néo
ser Util para este proposito.

O desenho de primers especificos que detetassem outros adulterantes, como
Calendula officinalis e Arnica montana, sementes de Bixa orellana, pétalas de
Hemerocallis sp., rizomas em pé de Curcuma longa e estigmas de Crocus vernus [42] e a
verificacdo da existéncia dessas adulteracbes em amostras comerciais, poderia ser uma
abordagem interessante para o seguimento deste trabalho.

A técnica de PCR em tempo real acoplada a uma andlise por HRM foi aplicada
com sucesso a regido ITS1, permitindo a diferenciacdo de espécies do mesmo género.
Este propésito foi conseguido pois a analise por HRM permitiu separar amostras
pertencentes a espécies diferentes em grupos distintos com uma elevada percentagem
de confianca, baseando-se apenas nas pequenas diferencas nucleotidicas presentes na
sequéncia. Para além disso foi capaz de diferenciar as amostras que estavam
adulteradas com Cartamo. Assim, esta abordagem também revelou ser util na
identificacdo de espécies e na detecdo de adulterantes.

Para comprovar os resultados da analise por HRM e verificar quais as diferencas
nucleotidicas em que se baseou para a separacdo de espécies em grupos diferentes,
procedeu-se a sequenciacdo de algumas amostras. Os resultados demonstraram que
todas as amostras da espécie Crocus sativus L. possuiam a mesma sequéncia, no
entanto apresentavam diferencas nucleétidicas em relacdo a todas as outras amostras,
também diferentes entre si. Os resultados mostraram também com elevada fiabilidade a
existéncia de alguns erros nas sequéncias do NCBI. O locus ITS1 revelou assim ser
vidvel na distincao de espécies do género Crocus.

Com este estudo fica demonstrada a elevada fiabilidade e robustez das técnicas
de biologia molecular no estudo da autenticidade, de forma a identificar fraudes, téo
commumente praticadas nesta espécie e em muitas outras especiarias e plantas

aromaticas.
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