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RESUMO

O mel é uma substancia doce, viscosa e organica produzida por um dos animais mais
importantes para o funcionamento dos ecossistemas, as abelhas. As abelhas
produzem os mais diversificados tipos de mel, onde se diferenciam através da
coloracéo, pH e sabor, por exemplo, dependendo da espécie e ou da florada em que
elas coletam o pdlen. A comercializagcdo desse produto envolve alimentacao, saude e
cosmeéticos. Entretanto, devido a sua naturalidade e dogura é considerado um dos
alimentos mais falsificados do mundo, levantando duvidas, lesando o consumidor com
a venda falsa e afetando o real comerciante que cumpre as normas e legislacao sobre
0 produto. O objetivo deste trabalho foi analisar e relacionar metodologias que
permitem a identificagdo da origem botanica de amostras comerciais de mel, com o
intuito de validar tal produto de acordo com o declarado nos rétulos. Para tanto, duas
metodologias foram utilizadas: A primeira pela técnica de DNA Barcoding, que
possibilita identificar a origem botanica através do sequenciamento gendémico e a
segunda, pela Melissopalinologia, que é uma técnica derivada da palinologia que
utiliza a descricdo morfolégica de grédos de pdlen de amostras para determinar a
origem botéanica. Neste estudo foram utilizadas seis amostras de mel comercializados
em Goiania, Goias. A partir dos resultados analisados foi possivel constatar que a
rotulagem de todas as amostras de mel comercializadas utilizadas nesse trabalho nao
esta correta para nenhum dos métodos apresentados, indicando o ndo cumprimento

da norma instrutiva de regulamentacao de mel.

Palavras — Chave: Origem botéanica, Pdélen, DNA-Barcoding, Melissopalinologia,

Veracidade de rotulagem.



ABSTRACT

Honey is a sweet, viscous, and organic substance produced by one of the most
important animals for ecosystem functioning: bees. Bees produce diverse types of
honey, which differ in color, pH, and flavor, depending on the species and/or the
flowering plants from which they collect pollen. The commercialization of honey spans
the food, health, and cosmetics industries. However, due to its natural origin and
sweetness, honey is considered one of the most adulterated foods in the world, raising
concerns, misleading consumers with counterfeit products, and harming genuine
producers who comply with regulations and standards. The objective of this study was
to analyze and correlate methodologies that allow the identification of the botanical
origin of commercial honey samples, aiming to validate the product according to the
claims on their labels. Two methodologies were employed: the first involved the DNA
barcoding technique, which identifies botanical origin through genomic sequencing,
and the second was Melissopalynology, a derivative of palynology that uses
morphological descriptions of pollen grains in samples to determine botanical origin.
This study analyzed six honey samples commercially available in Goiania, Goias. The
results revealed that the labeling of all honey samples analyzed did not conform to

either method used, indicating non-compliance with honey regulatory standards.

Keywords: Botanical origin, DNA-Barcoding, Labeling accuracy, Melissopalynology,

Pollen.
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1. INTRODUCAO

E natural do ser humano, o ato de realizar trocas ou comercializagdo como forma
de obter alguma coisa que ele desconhece ou ndo possui. Tal pratica tem sido
aprimorada com o passar dos séculos até chegar na atualidade. O comércio se
estende aos mais diversificados produtos, porém, junto com essa tendéncia comercial
no mundo, também surge a pratica de adulteracdo e fraude, um conjunto de atos
ilegais que tem por objetivo obter lucro ou ganho com produtos falsificados e ou
adulterados (LIMA, 2019).

A comercializagédo de determinados produtos tal como o mel desde muito tempo
exige uma comprovacao referente a sua autenticidade, uma vez que estudos prévios
apontam para uma caréncia no controle da autenticidade para o comércio seguro
(CANO, 1992). A fim de desmistificar a ndo autenticidade de tais mercadorias varias
metodologias foram desenvolvidas ao longo dos anos, com especificacdes para cada
uma delas. Para comprovar a veracidade do mel, por exemplo, pode-se utilizar pelo
menos dois métodos que permite inferir a origem botanica. Um método que utiliza a
determinacao do grao de pdélen, uma forma mais convencional e um outro que utiliza
tecnologias mais recentes de identificagdo molecular por DNA Barcoding (CHIN,
2020).

O podlen é o alimento natural das abelhas. A partir dele, inicia-se todo um ciclo
entre as classes determinantes de abelhas na colmeia, porém, assim como
alimentacdo, ele também pode ser encontrado no mel de forma subliminar, mas o
suficiente para permitir a inferéncia da identificacdo botanica relacionada com a
florada que deu origem ao mel (HOOVER, 2018).

O mel é uma substancia natural produzida a partir do néctar de flores (Floral) e,
ou caules, folhas e peciolos (Extraflorais), que é coletado por um dos insetos mais
importantes para a renovacgdo e manutencao de todo um ecossistema, as abelhas. O
néctar coletado é armazenado em uma estrutura interna no corpo das abelhas, o papo,
e ali entra em contato com duas enzimas, a invertase e a glicose oxidase. Essas
enzimas sdo as responsaveis por gerar o teor dos acucares (Glicose e Frutose) e
tornar a substancia imune a ac0es bacterianas que levariam a uma consequente
fermentacao (OZCAN, 2014).



Apresentam-se diversificados tipos de mel com coloracdes, propriedades e pH
distintos que destacam a importancia dele que esta relacionado com cada florada
localizada em diferentes ecossistemas e que varia também com a espécie de abelha
gue realiza esse processo. O comportamento de forrageamento que leva a abelha a
selecionar as floradas que predominam em determinada localidade ao longo do ano
(SILVA, 2016).

O mel é um composto organico natural produzido pelas abelhas que é rico em
nutrientes e totalmente viavel para melhorar a imunidade do corpo, sendo facilmente
combinado com bebidas, como o cha. Além disso, ele apresenta uma alta
comercializagdo, tanto por sua importancia medicinal, como também pelo efeito
terapéutico e seu valor nutritivo. Porém, em funcéo de ser rico e com alto teor de
acucares, pode ser facilmente adulterado, inclusive em sua coloracdo por conta de
aditivos quimicos e adicdo de outros produtos comerciais como amido e o acucar
(AMORIM, 2019).

A consumacao do mel se da por diversos animais, incluindo o ser humano, como
citado acima, por conta de suas atribuicbes medicinais. Além disso, por apresentar
atividades antimicrobianas, anti-inflamatorias, anticancerigenas, antiviral, entre
outros. Estes compostos sao metabolitos secundarios que podem ser encontrados em
diversos outros alimentos como as frutas, vegetais ou bebidas derivadas de plantas
como o cha e o vinho (LIMA, 2021).

A biologia molecular nos dltimos anos desenvolveu uma série de técnica que
permitiram disponibilizar metodologias de identificar de forma molecular as espécies
a partir do DNA. Uma das aplicac6es ficou conhecida como cédigo de barras do DNA
ou DNA Barcoding. Nesta metodologia uma ou mais regides especificas do DNA
podem ser sequenciadas, comparadas com um banco de dados e utilizadas como
uma ferramenta para a identificacdo das espécies. Esse é um método considerado
moderno para reconhecer a origem botanica que o mel foi produzido (JANZEN, 2009;
COZENTINO, 2014).

No caso das plantas, devem ser utilizados parte do genoma cloroplastidial, mais
comumente os marcadores moleculares relacionados com os genes rbcL e o matK.

Esses genes sdo os responsaveis pela producdo da ribulose-1,5-bisfosfato ou



Rubisco (rbcL), assim como a enzima maturase (matK), envolvida no splicing de

introns em alguns genes do cloroplasto (GALIMBERTI, 2014).

Outra area de estudo que implica na identificacdo da origem botéanica, a partir do
polen € a palinologia, uma metodologia aplicada desde o século XVIII com a
introduc&o do microscopio, onde se observava varios aspectos e formas a medida que
ia se aumentando o foco da lente éptica (LABOURIAU, 2006). Sua aplicabilidade se
direciona desde estudos que buscam entender e datar o surgimento das plantas até

o reconhecimento de seus grupos taxonémicos botanicos (ERDTMAN, 1963).

Uma subarea que determina a compreensdo do pélen em sua forma com
aspecto liquido viscoso (Mel) é a melissopalinologia, onde tal estudo resulta em
analises tanto qualitativas quanto quantitativas do pélen do mel, levando assim, a sua

possivel padronizacdo, dependendo da amostra obtida (SENGUL et.al, 2023)

De acordo com Barth (2004, p.342-350): “A analise polinica de produtos apicolas (mel,

poélen e prépolis) considera os graos de pdlen, suas caracteristicas morfologicas que levam a indicagéo

da espécie ou dos taxons botanicos de sua origem, bem como a quantidade que pode ser indicativa de

a qualidade”.

Existem alguns tipos de mel que apresentam florada cuja taxonomia se da
apenas pelo lugar em que foi produzida, ou seja, a vegetagcédo predominante. Em seus
frascos descritos como “Flores do cerrado” e “Flores do campo Silvestre” determinam
em qual bioma se localizam e em um aspecto mais especifico até a sua fitofisionomia,
conseguindo até pré-determinar a quais possiveis espécies existentes naquelas areas
aparentemente pode ser a florada. De acordo com a instrugdo normativa N°11/2000,
considerando a origem, a classificacdo do mel se apresenta como: - Mel uni-floral ou
mel mono-floral (O produto origina-se de flores do mesmo género, familia ou espécie
e possui caracteristicas proprias); Mel multifloral ou mel poli-floral (Mel obtido a partir
de origens florais) (JUST; NEPOLO, 2010).

O Ministério da Agricultura e Pecuéaria, decreta através de 6rgaos, tanto federais
(SIF-Servico de Inspecdo Federal), quanto estaduais (SIE-Servico de Inspecao
Estadual) para que os produtos apicolas sigam a risca os regulamentos e instrucdes
normativas, onde devera ser assegurado que a rotulagem do produto descrito em

frascos comerciais seja veridicamente constado. Considerando também as normas
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técnico descritivas da MERCOSUL para que o produto se consta regularizado para

condicBes higiénico-sanitarias, e entre outras condi¢des.

O trabalho realizado busca compreender a eficacia das metodologias para
determinar a origem botanica que deu origem as amostras de mel comercializadas e
rotuladas, apresentando as vantagens e limitacfes de cada técnica, uma vez que tais

produtos sao considerados um dos mais fraudados do Brasil.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais
Validar metodologias para identificacdo da origem boténica relacionada com
amostras comerciais de mel, com o intuito de certificacdo do produto de acordo com

as normas para rotulagem.

2.2 Objetivos Especificos
- Testar e adaptar protocolos da literatura para extracdo de DNA do pélen presente no

mel
- Padronizar a amplificacao de primers no DNA extraido de amostras de mel,

- Utilizar o banco de dados para realizar a identificacdo molecular da espécie oriunda

do pdélen no mel;

- Adaptar protocolo que envolve a observacdo de gréos de pélen em lamina para as

amostras de mel;

- Identificar e localizar as espécies descritas nas laminas através de chave taxondmica

palinoldgica;

- Comparar as metodologias distintas, apontando vantagens e limitacbes de ambas.
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3. METODOLOGIA

3.1 Identificac&o por marcadores de DNA Barcode

Para o estudo foram adquiridas seis amostras distintas em Goias. As amostras
de mel utilizadas foram adquiridas em quatro diferentes estabelecimentos no estado
de Goias, Brasil. Seis amostras distintas foram utilizadas para o preparo e uso
posterior nos demais experimentos. De acordo com o descrito nos rétulos, cada mel
era oriundo das seguintes floradas: (1) Cip6 Uva; (2) Sucupira; (3) Flores do Cerrado;
(4) Flores do Campo; (5) Laranjeira; (6) Laranjeira (Figura 1).

Figura 1. Amostras de mel unifloral comercializadas e enumeradas coloquialmente da
esquerda para a direita com as seguintes floradas: (1) Cip6é Uva; (2) Sucupira; (3)
Flores do Cerrado; (4) Flores do Campo; (5.1) Laranjeira; (5.2) Laranjeira. Obtidas em
Goias.

Fonte: Autoria prépria

3..11 Preparo das amostras para Extracéo

Foram avaliados dois preparos, sendo que o primeiro foi seguido o protocolo
descrito por Manivanan e colaboradores (2018) e o segundo, seguiu uma adaptagéo
do primeiro com o descrito em Karaali & Col (2016). No primeiro preparo, foram
pesadas 10 g de cada amostra de mel e distribuidas em quatro tubos falcon de 50 mL,
sendo que o volume foi completado até 40 mL com agua ultrapura. Os tubos foram
vortexados pelo prazo de 2 min ou até homogeneizar por completo e incubados a
40°C durante 10 min para minimizar a natureza altamente viscosa do mel. Os tubos
foram centrifugados a 8000 rpm durante 15 min e os sobrenadantes foram



13

descartados. Os pellets dos quatro tubos foram reunidos num sé tubo e novamente
suspensos a um volume final de 40 mL utilizando agua ultrapura. Os tubos foram
novamente centrifugados a 8.000 rpm durante 15 min e o pellet resultante, que contém
os pélens precipitados, foi transferido para tubos eppendorf estéreis de 2 mL para
subsequente extracdo do DNA. No segundo preparo, foram pesadas 12,59 de cada
amostra de mel em tubos falcon de 50 mL e o volume foi feito em 40 mL com agua
ultrapura. Os tubos foram vortexados pelo prazo de 3 min ou até homogeneizar por
completo e incubados a 43,3°C durante 20 min para retirar a natureza altamente
viscosa do mel. Os tubos foram centrifugados a 4500 rcf durante 10 min e os
sobrenadantes foram descartados. Os pellets foram entéo diluidos com agua destilada

e colocados em dois Unicos tubos para subsequente extracdo de DNA.

3.1.2 Extracé&o e Precipitagdo do DNA

Para esta etapa foram utilizados quatro protocolos, sendo dois deles adaptacfes
e um do protocolo original do brometo de cetil trimetil amonio a 2 por cento (CTAB
2%) (Doyle e Doyle, 1987) e o ultimo sendo o dodecil sulfato de sodio (SDS-Triton).

O processo de extracdo consiste no isolamento do acido desoxirribonucleico
(DNA) presente no nucleo das células de outros componentes celulares como as
organelas, purificando o material para realizar os proXimos passos consistentes na
biologia molecular. Primeiramente foi realizado um procedimento denominado lise
celular que tem como funcdo o rompimento da membrana celular, sendo um pré-
requisito para purificar proteinas intracelulares. Nas células eucaridticas presentes na
substéancia floral estudada a lise foi realizada por procedimentos quimicos (SDS e
CTAB) que ajudam a dissolver a bicamada lipidica que compbde a membrana

plasmatica e as membranas das organelas.

Em seguida, desse processo foi realizado a retirada das proteinas envoltas nos
reagentes, tais que podem impossibilitar a analise do DNA. Para realizar esse
processo foi utilizado como mecanismo o solvente organico (Fenol; Cloroféormio; e ou
Cloroférmio: alcool isoamilico — CIA) que dissolve as proteinas para remoc¢ao da

solucéo.
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Para finalizar, foi realizada a precipitacdo ou purificacdo do DNA, um dos passos
mais importantes que ira determinar o sucesso da amostra nos métodos seguintes e
que vai garantir que ndo haja resquicios de reagente e ou proteina no pellet do DNA.
Séo utilizados dois tipos de precipitacdo no estudo, como comparacao de efetividade
— Em élcool que tem como funcdo manter o DNA agrupado, separado dos demais
componentes celulares (O DNA néo é soluvel em etanol) e quanto mais gelado estiver
0 alcool, menos soluvel o DNA vai estar; E em isopropanol, onde se utiliza menor
volume porque o DNA é menos sollvel ao isopropanol do que ao etanol. Em seguida,
foi realizada a secagem dos pellets obtidos na etapa anterior em dois métodos
diferentes em secagem por temperatura ambiente na bancada, e ou no secador
laboratorial. As amostras com DNA sédo entdo ressuspensos em 50 pl de tampéo TE
(E adicionado RNase na concentracao final de 10 ug/mL de amostra) e entdo mantido

no freezer em over-night para posteriores experimentos.

3.1.3 Quantificacées do DNA

Para as amostras analisadas foi utilizado o gel de agarose em 1% e o TBE com
0 reaproveitamento limite de até duas vezes. A medida determinada para essas
amostras se deu: 3 pl (DNA) + 4 ul de tampdes (BJ+BE) e 1 ul (Lambda) + 4 ul de
tampdes (BJ+BE). Os primers utilizados foram os seguintes: trnL+trnF; ETS/ETS 18S;
trnC/ycf6; psbA/trnH; rbcLa e rbcLb, com ambos sobre o marcador em uma quilobase.

Quantificacdo por Fluorimetria: A medi¢do fluorométrica de acidos nucleicos
baseia-se na utilizacdo de corantes fluorogénicos que se ligam selectivamente ao
ADN ou ARN. Este método €é util para casos em que a concentracdo € muito baixa
para avaliar com precisdo pela espectrofotometria e nos casos em que 0s
contaminantes que absorvem a 260 nm (Nandmetros) impossibilitam a quantificacéo
exata por esse método. Para esse estudo foi utilizado por conta da degradacao do
DNA.

3.1.4 Montagem e Quantificacdo de PCR / Etapa de Purificagéo
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Apos a etapa de quantificacdo do DNA, onde determina a quantidade e qualidade
das amostras, foi preparado os reagentes para a PCR. Foi utilizado o termociclador
Veriti 7 para a realizagao da reacdo em cadeia da polimerase. A amplificacdo com os
primers desenhados para testar algumas regides do genoma cpDNA foram testadas
e otimizadas seguindo o protocolo padrédo de PCR com as seguintes condi¢des: um
volume total de reacao de 12,75 pl, onde sera feito o mix para o numero determinado
de amostras para reagéo, com 2,25 ul de DNA alvo, Tp+Mg com 1,5 pl, BSA (DMSO
para primers nucleares) com 1,5 yl, Primer F+R com 2,25 pl, 1,5 yl de cada dNTP
(2,5uM), 5 U Tag DNA polimerase (Phoneutria, BR) 0,23 pl e por fim, 5,77 pl de H20.

As etapas do termociclador foram: Desnaturagéo inicial - 3 minutos a 94°C e uma
segunda desnaturacdo - 1 minuto a 94°C, em seguida é realizado o Anelamento do
primer - 1 minuto por 35 ciclos, adiante é realizado a extensdo, onde a temperatura é
Otima da enzima. Para a Tag (Enzima DNA Polymerase), utiliza-se 1 minuto a 72°C,
e sua extensdo final, apés o término dos ciclos, leva-se 10 minutos a 72°C, como
oportunidade adicional para a polimerase agir e assim, a extensédo seja realizada a
partir da extremidade 3’ do primer, pela adigdo de nucleotideos. Para finalizar
programa-se o termociclador para um hold, de 0 a 4°C, para manter as amostras

conservadas até o momento de estocagem.

O produto de PCR foi utilizado para preparar uma reacao com as enzimas Exo-
SAP (Purificacdo): A reacdo de PCR faz uso de dois primers, dNTPs e DNA
polimerase para produzir multiplas cépias de uma sequéncia de DNA especifica.
Quando a reacao termina a maior parte dos primers e dNTP permanece intacta, e, se
nao retirados, irdo interferir no sequenciamento. As enzimas Exonuclease | (Exo I) e
Shrimp alcaline Phosphatase (SAP) removem estes materiais indesejados. Depois
deste procedimento o sequenciamento € feito normalmente. As etapas da purificacao
com Exo-Sap: E utilizado o termociclador inicialmente em 37°C por 90 minutos e em

seguida 80°C por 20 minutos e mantido por tempo indeterminado em 4°C.

3.1.5 Reacgéo de Sequenciamento

Cada amostra que amplificou foi utilizada para montar as reacdes de
seguenciamento que combina em um tubo com primer, DNA polimerase e
nucleotideos de DNA (dATP, dTTP, dGTP e dCTP). Os quatro nucleotideos
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terminadores de cadeia marcados sdo adicionados também, mas em concentracéo
muito menor que a dos nucleotideos comuns. Com isso, e realizado primeiramente, o
aguecimento para a desnaturagcdo do DNA molde (separar as fitas), entdo sao
resfriadas para que os primers possam se ligar ao molde de fita simples. Uma vez que
o primer se ligou, a temperatura € aumentada novamente, permitindo que a DNA
polimerase sintetize um novo DNA a partir do primer. A DNA polimerase continuara a
adicionar nucleotideos a cadeia até que aconteca a adicdo de um ddNTP ao invés de
um normal. Nesse ponto, os nucleotideos ndo podem mais ser adicionados, e,

portanto, a fita terminard em um dideoxinucleotideo (ddNTP).

Este processo é repetido em um namero de ciclos. Quando o ciclo se completa,
€ praticamente garantido que um ddNTP terd se incorporado em todas as posicoes
do DNA alvo em pelo menos uma reacdo. Ou seja, o tubo ird conter fragmentos de
diferentes comprimentos, terminando em cada uma das posi¢cdes de nucleotideos no
DNA original. As extremidades dos fragmentos serdo rotuladas com corantes que
indicam o nucleotideo final. Depois que a reacdo € executada, os fragmentos séo
levados através de um longo e fino tubo contanto uma matriz de gel em um processo
chamado de eletroforese capilar em gel no equipamento ABI3500. Os dados
registrados pelo detector consistem em uma série de picos em intensidade de
fluorescéncia, a sequéncia de DNA é lida a partir dos picos no cromatograma (Connie,
et al., 2016).

Todas as sequencias produzidas foram comparadas com o banco de dados
NCBI e BOLD Systems para realizar a identificacdo molecular das espécies presentes

em cada amostras de mel.

3.2 Melissopalinologia

Foram utilizadas as mesmas amostras de mel uni-floral comercializado de
estabelecimentos distintos da metodologia anterior, com a diferenca da auséncia da
amostra 02 que se refere a florada de sucupira por ndo apresentar quantidade

suficiente para se realizar o preparo.

Para realizar a identificacdo e descricdo dos graos foram utilizados textos e

imagens (Fotos e desenhos) como base que referem se a chaves taxondémicas,
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catalogos e tipos polinicos. Foram utilizados os seguintes referenciais tedricos:
Erdtman (1952), Heusser (1971), Salgado-Laubouriau (1973), Salgado-Laubouriau et
al. (1992), De Oliveira (1992), Barberi (2001), Lorente et al. (2017). Além disso, foi
utilizado o site de catdlogos polinicos RCPOL, disponivel em

https://rcpol.mn.ufrj.br/pt/home/.

3.2.1 Método de Preparo de Pdlen

Para o preparo das amostras de mel foi adaptado da Técnica de Wodehouse e
Hidréxido de Potassio (KOH), citada por Labouriau (1973) e criada por Wodehouse
(1930), tende a ser uma técnica facil e eficaz para se observar de forma preliminar a

morfologia do polen.

E colocado 10 g ou 10 ml de amostra de mel somado a 40 ml de 4gua destilada
em béquer de 50 ml, onde é submetido a uma homogeneizacdo com bastéo de vidro.
Ha excecdo para amostras, onde o mel se apresenta cristalizado, no qual € preciso
que seja aquecido em banho-maria até que se torne sollvel novamente; Apés a
homogeneizacéo € centrifugado no limite de 2.200 rpm (Para evitar quebra de graos
frageis) por 15 min e entdo é descartado o sobrenadante; Quando a agua néo se
apresentar limpida, é necesséaria uma nova limpeza com agua destilada; Em seguida
é realizada uma nova homogeneiza¢édo das amostras onde o pH deve ser verificado
(Deve estar neutro em 7); Em seguida, novamente € realizado outra centrifugacdo em
2.200 rpm por 15 min (Caso tenha sobrado muita agua a amostra, € necessario que

se reduza até o ponto de ndo ficar completamente seca).

E adicionado ao material decorrente glicerina e acondicionado em tubo de ensaio
tampado com algoddo para evitar contaminacdo; Em seguida, a amostra é
homogeneizada por 2 min com o auxilio de palito de dente, para ajudar a soltar os
graos grudados no fundo do tubo de ensaio; Apds, goteie de uma a duas vezes 0
material sobre uma lamina de vidro e cubra com uma laminula; E aguardado por um
tempo que o material se espalhe e se acomode (Por algumas horas ou uma noite) e
depois séo seladas suas laterais da laminula com esmalte de unha incolor com um
palito de dente (Os palitos de dente séo utilizados de forma unitaria para cada lateral
evitando contaminios posteriores); A selagem da lateral da laminula impede que os

graos se espalhem para fora da laminula, mas permite girar os graos com o auxilio de


https://rcpol.mn.ufrj.br/pt/home/
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um material de ponta fina, para ajudar a identificar os grédos em vista polar e vista
equatorial (A identificacao geralmente é feita na 6ptica de 40X, tamanho ideal para se

observar os graos).

3.2.2 Identificacao Palinolégica

Foram identificados variados tipos de grédos, onde se classificaram
estatisticamente em grupos da seguinte forma: - Pélen predominante (O grao que
prevalece na lamina, +45%); - Pélen secundario (Entre 16-45%); - P6len menor (Entre

3-15%); - Pdlen rastreado (Menos que 3%).

Para determinar e indicar a taxon dos graos de pélen é necessério ter o tamanho,
tipo, nimero de aberturas, forma e a ornamentacéo, como apresentado pelas figuras

abaixo:

Figura 2. Tipos de gréaos de pdlen em vista polar e equatorial

Fonte: (Salgado, 1978)
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Figura 3. Tipos de aberturas, nUmero e posicdo mais comumente encontrados em
pélen neotropical.

Fonte: Salgado, 1979.



Figura 4. Categorias de ornamentacédo positiva e negativa.

Fonte: Salgado, 1979.

20
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Extracao e Quantificacdo do DNA
Para a etapa de extracdo do DNA, foi comprovado que o protocolo de CTAB 2%
€ considerado o mais eficaz em comparacdo aos outros. Ja no preparo ou pré-

extracdo das amostras de mel foi utilizado uma adaptacao de dois autores (Manivanan

et al., 2018 e Karaali & Col, 2016).

As primeiras tentativas de extracdo de DNA ndo possibilitaram quantidade visivel
em gel de agarose 1% (Figura 2). Na segunda e terceira tentativas foi possivel
identificar a presenca de RNA, mas n&do de DNA (Figuras 3 e 4).

Figura 5. Eletroforese horizontal em gel de agarose das amostras de Cip6-uva,
Sucupira, Flores do Cerrado e Campo silvestre em dois protocolos distintos

com destague ao SDS/TRITON que apresentou pellets na etapa de
extracdo, porém ndo se obteve DNA.

’ tra3 Floresdo Cerrado

i

tra2_Sucupira
trad_Silvestre

Fonte: Autoria Prépria
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Figura 6. Eletroforese horizontal em gel de agarose das amostras de Sucupira, onde
a extracdo foi feita com o tampéo de CTAB 2%, porém foi seguido os passos de:
Protocolo 1 - Manivanan et al. 2018; Protocolo 2 - Karaali & C6l, 2016. Provavel

extracdo de RNA.

Fonte: Autoria Propria

Figura 7. Eletroforese horizontal em gel de agarose das amostras de Sucupira e Flores
do Cerrado com protocolo CTAB 2% e o Extrator Big Fish. As amostras tiveram um
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pellet visivel no final, porém o padréo seguiu o mesmo do teste anterior, parecendo
RNA no gel.

Fonte: Autoria propria.

Com o protocolo CTAB foram realizadas novas tentativas de extragdo de DNA e
nao foi possivel verificar a presenca de bandas visivel de DNA nas amostras testadas
(Figura 5).

Figura 8. Eletroforese horizontal em gel de agarose de todas as amostras, com
excecdo da Laranjeira 5.1 com o protocolo CTAB 2%. As amostras foram
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quantificadas em duas situacdes, sobre secagem na bancada (Temperatura
ambiente) e no concentrador plus.

jeira

pira

po uva

ostra 3_Flor Cerrado

ostra 1_Ci

ostra 2_Sucu
ostra 4_Silvestre
ostra 5.2_Laranj

Pente 1
—  CTAB2%

Pente 2

Fonte: Autoria Propria.

Na tentativa de verificar se existia uma quantidade pequena de DNA, que nao
estava sendo visualizada com a técnica de eletroforese, foi realizada uma
quantificacdo com o Quibit. Para tanto, foram utilizados os reagentes DS RNA/DNA
High Sensitive para confirmar se ha amostra o suficiente para o passo seguinte, que
€ a PCR (Tabelas 1 e 2). Conforme observado, a maioria das amostras apresentou
mais RNA do que DNA, conforme havia sido imaginado a partir do gel da extracao da
Figura 2. Porém, pode-se perceber que a amostra 6 teve pouco RNA em relacdo a
guantidade de DNA. Dessa forma, essa amostra foi utilizada para testar a amplificacao

via PCR.

Tabela 1. Quantificacdo das amostras de Sucupira sobre a condicdo de dois
protocolos (Protocolo 1 - Manivanan et al. 2018; Protocolo 2 - Karaali & Col, 2016)
com o reagente DS DNA High Sensitivity:

N° da amostra Nome da amostra Quantificacdo (ng/pL)
1 2_Sucupira (CTAB 2% _Protocolo 1) 1,03
2 2_Sucupira (CTAB 2% _Protocolo 1) 1,25
3 2_Sucupira (CTAB 2% _Protocolo 1) 1,23
4 2_Sucupira (CTAB 2% _Protocolo 1) 1,26
6 2 Sucupira (CTAB 2% _Protocolo 2) 1,40
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Tabela 2. Quantificacdo de amostras de Sucupira sobre a condi¢éo de dois protocolos
(Protocolo 1 - Manivanan et al. 2018; Protocolo 2 - Karaali & C6l, 2016) com o reagente
DS RNA High Sensitivity:

N° da amostra

Nome da amostra

Quantificacdo (ng/pL)

1

2
3
4
6

2_Sucupira (CTAB 2%_Protocolo 1)
2_Sucupira (CTAB 2%_Protocolo 1)
2 _Sucupira (CTAB 2%_Protocolo 1)
2_Sucupira (CTAB 2%_Protocolo 1)
2 Sucupira (CTAB 2% _Protocolo 2)

Too Low
5,46
3,49
2,69

Too Low

4.2 PCR e Anélise no Banco de Dados

Para a etapa de PCR, seis conjuntos de primers foram utilizados nas amostras

oriundas do mel de sucupira e de flores do cerrado, que foram o que aparentemente

havia uma quantidade suficiente para amplificacdo (Figuras 6 e 7).

Figura 9. Eletroforese vertical de quantificacdo da PCR das amostras de sucupira e
flores do cerrado com o marcador 1 Kb Plus (Kilobase). As amostras de sucupira se
encontram nas cinco bandas em sequéncia e a amostra de flor do cerrado, na sexta

banda (Ultima).

trnL+trnF

ETS/ETS 185

Fonte: Autoria Propria.

Figura 10. Eletroforese vertical de quantificacdo da PCR das amostras de sucupira e
flores do cerrado com o marcador 1 Kb Plus (Kilobase). Foi utilizado os primers “rbcLa”
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e “rbcLb” nas respectivas temperaturas 48°C e 50°C. Aparentemente foi quantificado
DNA.

pira

B_Flores do Cerrado
pira

8_Flores do Cerrado

P_Sucy

5 _Flores do Cerrado

P_Sucy
! Amostrafgi_Flores do Carrado

Fonte: Autoria Prépria.

O melhor padrdo de amplificacdo foi para a regido rbcL (Figura 7), com uma
qualidade e concentracdo adequada para o0 sequenciamento. A partir do
sequenciamento dessas amostras que amplificaram foi possivel avaliar que nenhuma
delas se referia a espécie que estava descrita no rétulo, indicando que a rotulagem

desses produtos ndo esta correta (Tabela 3).

Como observado na Tabela 3, nenhuma amostra apresentou equivaléncia com
a espécie ou género descrito no rétulo do produto. A amostra descrita como Flores do
Cerrado apresentou uma sequéncia compativel com a espécie Cocos nucifera (Coco),
natural de locais litorAneos e ndo é nativa do Cerrado. A amostra descrita como
Sucupira apresentou resultados distintos, podendo indicar um mel polifloral, uma vez
que foram realizadas duas amplificagbes em diferentes datas. Em sua primeira etapa,
a amostra coincide em ambos os bancos de dados como Simarouba amaraba, porém
em sua segunda etapa, ha divergéncias entre as espécies apontadas pelos bancos
de dados, com valores de similaridade relativamente baixos e distintos. As amostras
restantes (Cip6 uva, Laranjeira 2 e Campo silvestre) também apresentaram distintas
espécies nos bancos de dados, com valores de similaridade variavel também. A
amostra de Laranjeira 1 ndo amplificou banda na etapa de PCR para sequenciar, 0

que justifica sua auséncia nos resultados da tabela.
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Tabela 3. ldentificacdo molecular das amostras de mel e sua percentagem de
caracterizacao nos bancos de dados genéticos NCBI e Bold System com a pesquisa

Blast.

Identificagcdo Molecular das Amostras de Mel em Perc. %

Espécie descritano

Espécie determinada nos Banco de

Banco de dados

%

frasco Dados (BD)
NCBI Bold
(NCBI) (Bold System) System
Cip6 Uva (Serjania Aiphanes sp. 1 LDT- Prestoea 98,5 98,5%
lethalis) 2019 decurrens %
Sucupira 48°/50° C Simarouba amaraba Simarouba 99,1 96,8%
(Pterodon spp.) amaraba %
Sucupira (Pterodon spp.) Amburana cearensis Andira inermis 97,6 96,2%
%
Flores Cerrado 48°/50° C Cocos nucifera Cocos nucifera 100% 100%
Flores Cerrado Cocos nucifera Cocos nucifera 100% 100%
Laranjeira 1 (Citrus spp.) - - - -
Laranjeira 2 (Citrus spp.) Amburana cearensis Sophora japonica 97,8 97,6%
%
Flores Campo Silvestre Simarouba versicolor Toona sinensis 99,2 96,4%

4.3 Tipos e Descricdes dos graos de pdlen no Microscoépio

Identificam-se como grdos de pdlen monades, tamanho médio, tricolporados,

ambito triangular convexo a trilobado, granulares, espessura da parede fina nos polos,

poros lalongados e colpos com margem. Com diametro médio de 29 a 36 um (Figura

11).

Amostra 1 — Rotulado como Cip6 Uva:

Figura 11.

morfologicamente como a espécie Cissus albida.

T

Graos de pdélen dominante da familia Vitaceae e reconhecido
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Fonte: Autoria Prépria.

Identificam-se como grédos de pdlen mdnades, tricolporados, ambito triangular
reto, oblatos, microrreticulados, homobrocados, poros elipticos, endoaberturas
alongadas. Com diametro médio de 13 a 19,4 um (Figura 12).

Figura 12. Grdos de polén secundario da familia Myrtaceae e reconhecido
morfologicamente como a espécie Myrcia cerqueira.

o N ) P
\ /
\

Fonte: Autoria Propria.

Amostra 3 — Rotulado como Flores do Cerrado:

Nao foi possivel identificar grdos nas laminas, onde presume-se que a etapa de
preparo apresentou a falta ou o acréscimo de diluichio com agua destilada,

determinando assim a insuficiéncia das amostras observadas.

Identificam-se como gréos de polen elipticos, com o polo proximal mais convexo
que o distal, com sexina reticulada, escrobiculada, verrucosa ou espiculada. Com

diametro médio de 20 a 80 um (Figura 13).
Amostra 4 — Rotulado como Flores do Campo:

Figura 13. Grédos de pélen dominante da familia Fabaceae — Caesalpinioideae e
identificada como tipo Cassia.

0

11110

Fonte: Autoria Propria.
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Identificam-se como graos poliades compostos por cerca de 10 grédos de polen,

psilados com diametro variando entre 15 a 23,3 um (Figura 14).
Amostra 5.1 — Rotulado como Laranjeira:

Figura 14. Grdos de pdlen dominante da familia Fabaceae e reconhecido
morfologicamente como Mimosoideae sp.

Fonte: Autoria Propria.

Identificam-se como graos com amb.triangular tendendo a esférico, com lados
convexos, trés aberturas e colporos e com colpo curto, com a exina mais espessa
junto as aberturas e com a medida entre 18 a 31 pum (Figura 15).

Figura 15. Gréos de polen secundério da familia Bombacaceae e reconhecido
morfologicamente como Eriotheca.

- 3 B Fi -
i < ‘."':‘—,,.h "~
- S
-
.
.

Fonte: Autoria Propria.

Identificam-se como grao com o formato oblato e perprolata e fossaperturado,
nao aperturados, porados ou colporados, com trés aberturas, com exina espessa,

sexina reticulada e com medida variando entre 13 a 100 pm (Figura 16).
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Figura 16. Graos de poélen secundario da familia Euphorbiaceae e reconhecido
morfologicamente como Euphorbiaceae sp.

N

j -

Fonte: Autoria Prépria.

Amostra 5.2 — Rotulado como Laranjeira:

Figura 17. Grados de podlen dominante da familia Fabaceae, e morfologicamente
descrito como copaifera ou pau 6leo.

£
0

§—
P ——

T

Fonte: Autoria Prépria

Graos de polen ménades, tamanho médio, tricolporados, anguloaperturados, ambito

triangular reto, microrreticulados e homobrocados, com tamanho variando entre 20 a
26 pum (Figura 17).
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Figura 18. . Graos de pdlen secundario da familia Myrsinaceae e identificada como
tipo Rapanea.

0

Fonte: Autoria Propria.

Tabela 4. Identificacdo melissopalinologica para descrever a origem botanicas das
amostras de mel, com os graos dominantes e graos secundarios localizados na
lamina.

Identificacdo Palinolégica das amostras de mel comercializadas

Amostras descritas Graos Observados
Cipé uva (Serjania lethalis) Cissus albida Myrcia cerqueira
Flores do cerrado - -
Flores do campo Cassia - Caesalpinioideae -
Laranjeira 1 (Citrus spp.) Mimosoideae sp. Eriotheca // Euphorbiaceae sp.
Laranjeira 2 (Citrus spp.) Fabaceae - Copaifera Rapanea - Myrsinaceae
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Ao se comparar as origens botanicas obtidas por ambas as metodologias para as
amostras de mel, € possivel compreender a severa distingdo entre elas, induzindo a
uma complexidade para poder entender e descrever suas espécies em especifico.
Para justificar tais divergéncias, foi observado duas situacdes, onde na primeira,
compreende-se gque as amostras apresentem mais de uma origem botéanica, o que
explica a variabilidade de espécies encontradas. Ja na segunda situacao, € observado
uma prevaléncia de espécie obtida através do poélen, onde dependendo da quantidade
ou da “parte” coletada do mel para realizar o preparo para se obter esse grao
(Possibilidade quando se faz mais de uma testagem, como o caso do trabalho), pode
mudar totalmente a sua origem botanica, tendo em mente que as abelhas podem sim

ter acesso a outras floras.

Identificagcdo Molecular das Amostras de Mel em Perc. %
Espécie descrita no Espécie determinada nos Banco de Banco de dados
frasco Dados (BD)
NCBI Bold
(NCBI) (Bold System) System
Cip6 Uva (Serjania Aiphanes sp. 1 LDT- Prestoea 98,5 98,5%
lethalis) 2019 decurrens %
Sucupira 48°/50° C Simarouba amaraba Simarouba 99,1 96,8%
(Pterodon spp.) amaraba %
Sucupira (Pterodon spp.) Amburana cearensis Andira inermis 97,6 96,2%
%
Flores Cerrado 48°/50° C Cocos nucifera Cocos nucifera 100% 100%
Flores Cerrado Cocos nucifera Cocos nucifera 100% 100%
Laranjeira 1 (Citrus spp.) - - - -
Laranjeira 2 (Citrus spp.) Amburana cearensis Sophora japonica | 97,8 97,6%
%
Flores Campo Silvestre Simarouba versicolor Toona sinensis 99,2 96,4%
%

Identificagdo Palinoldgica das amostras de mel comercializadas

Amostras descritas Graos Observados
Cipo uva (Serjania lethalis) Cissus albida Myrcia cerqueira
Flores do cerrado - -
Flores do campo Cassia - Caesalpinioideae -
Laranjeira 1 (Citrus spp.) Mimosoideae sp. Eriotheca // Euphorbiaceae sp.

Laranjeira 2 (Citrus spp.) Fabaceae - Copaifera Rapanea - Myrsinaceae
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4.4 Discusséao

O trabalho realizado buscou compreender e relacionar metodologias distintas que
tem um objetivo em comum, a identificacdo da origem botanica das amostras
coletadas em frascos comercializados. Estudos que ja foram realizados comprovam a
eficAcia de ambos os métodos, apresentando pontos importantes de favorecimento e

ou eficacia, mas também de desfavorecimento e ou ineficacia.

Para estudos feitos com base no DNA Barcoding, foram realizadas diversas
testagens das amostras de mel de acordo com o tamanho do pdlen obtido por um pré
preparo distinto, variando para cada trabalho utilizado como referéncia, para assim,
identificar o primer ideal para quantificar o DNA e PCR e consequentemente
determinar sua origem floral. Para o manuseio de plantas, trés regiées do genoma séao
exclusivamente utilizadas, sendo o: rbcL, o trnH-psbA e o matK , porém existem
trabalhos que também fazem uso do ITS, abrangendo as possibilidades e uso para

proceder com a técnica forense.

A comparacdao entre varios trabalhos (Com destaque ao JAIN et.al, 2013; Col e
Karaali, 2016 ; e Manivanan et.al, 2018) evidenciam o rbcL como a regido genémica
e também marcador molecular mais adequado para se realizar a quantificacdo de

PCR e assim, gerar a sequéncia genética para as amostras estudadas.

Os resultados obtidos indicam uma divergéncia de resultados quando comparado
em dois bancos de dados distintos, apresentando assim a caréncia de mais de um
marcador molecular para demonstrar uma comparac¢do mais ampla e confiavel. Tal
situacdo se comprova quando se espelha com outros trabalhos, onde os autores
conseguem determinar qual espécie prevalece no banco de dados com mais de uma

regidao genémica e marcador molecular.

Para estudos feitos com base na melissopalinologia, o preparo do mel para tornar
observavel os graos de pélen, é de extrema importancia, pois € a partir dele que sera
possivel identificar graos na mais alta qualidade possivel e assim descrever seu taxon,

a quantidade de amostra e diluicéo, e o pH sé@o essenciais para se obter 6timos gréos.

Os trabalhos realizados a essa metodologia, apresentam uma margem de eficacia

demasiadamente alta, identificando com exatiddo a espécie observada e podendo
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determinar a regido de origem da planta. Contudo a complexidade em volta de
diferenciar alguns graos de aspecto semelhante e familias distintas, torna todo esse

estudo, um grande desafio para aqueles que néo se espelham como especialistas.

Os resultados a partir do método melissopalinolégico ndo se apresentaram
diferentes dos obtidos ao DNA-Barcoding, referente as amostras testadas e
comparadas a chave taxondmica, onde ndo bateram as espécies constadas nos

frascos comercializados.

Os dois métodos apresentam suas eficacias e ineficacias, mesmo apresentando
uma diferenca severa de tempo entre a aplicacado dos dois. Para o DNA-Barcoding
existem as seguintes vantagens: Precisdo taxondmica, com base no genoma do
individuo coletado; Aplicacdo de uso em polens degradados; E uma menor
dependéncia para especialistas, tornando a experiéncia mais pratica e rapida. Ja
como desvantagens: O custo elevado para manuseio de equipamentos essenciais,
dependendo de um laborat6rio molecular; Dependéncia em base de dados, limitando
assim sua area de busca; E o risco potencial de contaminacdo da amostra, onde pode
levar a perca total dela. Para a melissopalinologia existem as seguintes vantagens:
Baixo custeio; Método reconhecido e regularizado em industrias e 6rgaos publicos; E
seus dados complementares para um banco de dados genéticos, por exemplo. Como
desvantagens: Requer da necessidade de profissionais especialistas; Limitacdo dos
fragmentos de grdos; E sua baixa resolucdo final, o que dificulta a distincdo de

espécies.

E por fim, ambas metodologias se apresentaram serem confiaveis e precisas para
a andlise do mel, levando ao fato de poderem ser utilizadas em conjunto, como uma

forma de complementar para uma andalise mais abrangente.
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5. CONCLUSAO

Os dados obtidos no trabalho determinam o quéo importante € testar, pesquisar e
aplicar metodologias para reconhecer e evidenciar a veracidade de produtos
comercializados, em destaque para as amostras de mel que tendem a ser uma das
mercadorias com mais tendéncia e facilidade de ser falsificado.

Os resultados indicam uma contradicdo entre as espécies descritas nos rotulos com
as indicadas pelos métodos utilizados, onde levanta-se questionamentos em volta dos
procedimentos técnicos. Com o DNA Barcoding foi possivel se observar a sequéncia
gendbmica gerada em percentagem, indicando a eficacia de sua pratica, porém sua
limitacdo no banco de dados é notdria, tendo em mente que € uma técnica recente
ainda precisa de uma complementacao taxondmica. E para a melissopalinologia, a
sua eficacia referente a reconhecimento morfolégico é bem alta, porém sua limitacao
também fica explicita, onde existem muitas familias, géneros e espécies de plantas,
com distingdes quase que nulas entre alguns graos.

Por fim, todas as amostras de mel comercializadas utilizadas para o trabalho, com o
objetivo de evidenciar e comprovar sua veracidade nao coincidiram em nenhum dos
métodos apresentados, indicando o ndo cumprimento da norma instrutiva de

regulamentacao de mel.
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