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RESUMO

A familia Fabaceae estd entre as Angiospermas mais diversas do mundo, abrangendo plantas de
relevancia medicinal, alimenticia e madeireira. Um dos desafios para a implementacdo de acdes de
fiscalizacdo e conservacdo ¢ a identificagdo precisa dos espécimes envolvidos no comércio. A
técnica de DNA barcoding ¢ promissora para obter resultados rapidos e confidveis na identificagao
molecular de espécies. Ela baseia-se em uma regido padronizada do DNA em que as divergéncias
genéticas intraespecificas sdo menores que as divergéncias interespecificas. Neste contexto, foram
testadas quatro regides universais recomendadas para a identificagdo de plantas (matK, rbcL, ITS e
psbA-trnH) em quatro espécies de Fabaceae: Amburana cearensis (cerejeira), Dipteryx alata (baru),
Pterodon emarginatus e Pterodon pubescens (sucupira-branca). Foram amostrados 39 individuos de
diferentes populacdes dessas espécies. Os marcadores foram avaliados quanto a diversidade
genética, consultas em bancos de dados (NCBI e BOLD), Automatic Gap Barcode Discovery
(ABGD) e dendrograma com base no método UPGMA. Dentre as regides testadas, a psbA-trnH
apresentou o melhor desempenho na discriminagdo de espécies congéneres tanto no ABGD quanto
no UPGMA e menor identificacdo de espécies nas plataformas NCBI e BOLD. As regides matK e
rbcl tiveram melhor desempenho na identificagdo de espécies no NCBI e BOLD, mas
mostraram-se eficazes apenas para a distingdo de géneros, ndo sendo adequadas para a distingdo de
espécies congéneres. A regido ITS foi descartada das analises de discriminagao de espécies devido a
falha na amplificagdo. Portanto, a regido psbA-trnH ¢ mais adequada para diagnosticos em nivel de
espécie, enquanto matK, rbcL e suas combinagdes funcionam melhor para discrimina¢do em nivel
de género.

Palavras-Chave: baru, sucupira-branca, cerejeira, identificagdo molecular, recursos genéticos.
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ABSTRACT

The Fabaceae family is one of the most diverse Angiosperms in the world, including medicinal,
food and timber related plants. One of the challenges to implement supervision and conservation
actions is the precise identification of specimens involved in commerce. The DNA barcoding
technique is promising to obtain fast and reliable results in molecular identification of species. It is
based on a standardized region of DNA in which intraspecific genetic divergences are smaller than
interspecific divergences. In this context, four regions universally recommended to plants
identification were tested (matK, rbcL, ITS and psbA-trnH) in four Fabaceae species: Amburana
cearensis (cerejeira), Dipteryx alata (baru), Pterodon emarginatus and Pterodon pubescens
(sucupira-branca). 39 individuals from different populations of this species were sampled. The
markers were evaluated for genetic diversity, database queries (NCBI and BOLD), Automatic Gap
Barcode Discovery (ABGD) and dendogram based in UPGMA method. Among the regions tested,
psbA-trnH presented the best performance in congeneric species defining in both ABGD and
UPGMA and lower correspondence in NCBI and BOLD queries. The regions matK and rbcL
performed better in NCBI and BOLD queries, however they proved to be only effective for genders
distinguishing, not being suitable for congeneric species distinction. The region ITS was discarded
as DNA barcode due to amplification failure. Therefore, the psbA-trnH is more suitable for
diagnosis in species level, while matK, rbcL and its combinations work better to discrimination in
gender level.

Keywords: baru, sucupira-branca, cerejeira, molecular identification, genetic resources.
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1. INTRODUCAO

O DNA barcoding ¢ uma técnica de apoio molecular a taxonomia, proposta por Hebert et al.
(2003), com a finalidade de identificar espécies utilizando polimorfismos de sequéncias de DNA. O
método baseia-se no uso de uma sequéncia de DNA padronizada para distinguir individuos de
diferentes espécies, partindo do principio de que a variacao genética interespecifica ¢ maior que a
variacdo genética intraespecifica (Hebert et al., 2003). Essa abordagem permite discriminar
geneticamente espécies em qualquer estdgio de desenvolvimento, utilizando uma pequena amostra
de DNA de maneira répida e precisa (Antil et al., 2023; Chase et al., 2005; Hebert et al., 2003). O
DNA barcoding pode ser aplicado em diferentes areas, como a identificagdo de espécies
comercializadas ilegalmente para fiscalizacdo (Formentdo; Saraiva; Marrero, 2021), a detec¢ao de
adulterantes em produtos de plantas medicinais (Techen et al., 2014), para a estimativa da
biodiversidade local com base no DNA extraido de amostras ambientais (Sahu ef al., 2023) ¢ a
identificacdo de espécies cripticas, muitas vezes indistinguiveis por métodos morfoldgicos (Hebert
etal.,2004; Zou et al., 2016).

Uma regidao do gene COI (Citrocomo Oxidase 1) ¢ bem estabelecida para discriminagdo de
espécies de diferentes taxons animais (Hebert et al., 2003; Posada-Lopez et al., 2023), no entanto,
essa mesma regido ndo ¢ utilizada para identificar espécies de plantas devido a alta conservagado de
sua sequéncia e a baixa capacidade discriminativa neste grupo (Fazekas et al., 2008; Palmer &
Herbon, 1988). Por isso, vérias regides de genomas mitocondriais, plastidiais e nucleares sdo
propostas como candidatas a DNA barcode universal de plantas (Cahyaningsih et al., 2022; CBOL
Plant Working Group, 2009; Chase et al., 2005; Chen et al., 2010; CBOL China Plant Working
Group, 2011; Jiao et al., 2020; Kress, 2017; Lahaye et al., 2008; Zhang et al., 2016). Em 2009, o
Plant Working Group do CBOL (Consortium Barcode of Life) recomendou os genes cloroplastidiais
matK e rbcL como os principais barcodes para plantas. Posteriormente, em 2011, o China Plant
Working Group do CBOL incluiu a regido intergénica nuclear ITS entre os principais locos de DNA
barcode de plantas. J& Kress e Erikson (2007) sugeriram o uso da regido psbA-trnH como um
barcode adicional. Porém, via de regra sdo utilizadas diferentes regides para os diferentes grupos de
plantas, além de utilizar mais de uma regido para aumentar a precisdo da identificagdo molecular de
alguns taxons (CBOL Plant Working Group, 2009; Kress & Erikson, 2007; Cahyaningsih et al.,
2022).

Fabaceae Lindl. (1836: 148) estd entre as familias mais diversas no Brasil, com 3072
espécies pertencentes a 258 géneros (Flora do Brasil, 2024). A familia incorpora espécies de grande

importancia econdmica tais como a soja e feijado (Carvalho & Gaiad, 2021). Além disso, também

12



inclui espécies amplamente exploradas como recursos florestais madeireiros e ndo-madeireiros (e.
g. pau-brasil, jatobd, paus-ferro, amburana-de-cheiro, baru, sucupira-branca).

Sucupira-branca se refere a duas espécies irmas pertencentes a familia Fabaceae Pterodon
emarginatus Vogel (1837: 384) e Pterodon pubescens Bentham (1860: 127) popularmente
conhecidas pelas suas propriedades medicinais. O dleo extraido de diversas partes dessas plantas ¢
valorizado por suas propriedades biologicas comprovadas, o que sustenta seu uso terapéutico
tradicional (Bavaresco et al., 2016; Coelho et al., 2005; Froldi et al., 2023; Kawakami et al., 2021).
Além disso, a madeira dessas espécies ¢ considerada de alta qualidade por sua densidade média e
resisténcia a degradag¢do por fungos e insetos, sendo amplamente utilizada para construgao civil e
naval (Camillo et al., 2016). No Distrito Federal, P. emarginatus ¢é protegida e declarada Patrimdnio
Ecologico pelo Decreto N° 14.738/93, e o corte ndo autorizado em areas urbanas ¢ considerado
crime ambiental. Estas espécies sdo nativas, mas ndo endémicas do Brasil e ocorrem principalmente
nos dominios fitogeograficos da Floresta Amazonica, Caatinga, Cerrado e Pantanal (Carvalho;
Cardoso; Lima, 2024a; Carvalho; Cardoso; Lima, 2024b). Enquanto P. emarginatus ¢ mais comum
nas regides ao norte, P. pubescens predomina nas regides ao sul do Brasil (Rocha, 2006).

O baru — Dipteryx alata Vogel (1837: 383), ¢ também uma espécie de Fabaceae, reconhecida
por sua grande relevancia para a sociobiodiversidade brasileira. Suas castanhas sdo ricas em
lipidios, proteinas e minerais, o que as torna uma boa fonte nutricional tanto para humanos quanto
para animais (Takemoto et al., 2001). Além disso, a espécie € explorada devido a sua madeira densa
e resistente ao ataque de fungos e cupins (Sano; Brito; Ribeiro, 2016). Nativa, mas ndo endémica do
Brasil, esta planta possui ampla distribui¢do no bioma Cerrado, com melhor adaptacdo a regido
Centro-Oeste, conforme observado por Nabout et al. (2010). Dipteryx alata foi classificada como
vulneravel a extingdo na Lista Vermelha da International Union for Conservation of Nature and
Natural Resources (IUCN), em razdo do declinio populacional decorrente da fragmentacao do seu
habitat (IUCN, 2024). Recentemente, em conformidade com a Instru¢do Normativa n° 1, de 26 de
janeiro de 2023, o género Dipteryx foi incluido no Anexo II da Convengdo sobre o Comércio
Internacional de Espécies Ameagadas de Fauna e Flora Selvagens (CITES), com as novas
regulamentagdes entrando em vigor a partir de 25 de novembro de 2024.

A cerejeira, também conhecida como umburana-de-cheiro ou cumaru, ¢ uma espécie com o
nome cientifico Amburana cearensis (Allemao) A.C.Sm. (1940: 30). Ela ocorre em diversos biomas
brasileiros, como a Caatinga, o Cerrado, a Mata Atlantica e o Pantanal (Seleme, 2024). Em sua
casca, lenho e sementes, sdo encontradas moléculas aromaticas — as cumarinas — amplamente
utilizadas na industria farmacéutica (Carvalho, 2003; Pessoa & Oliveira, 2018). As folhas, frutos e
sementes da espécie sdo recursos medicinais, empregados no tratamento de varios sintomas e

doengas (Almeida et al., 2010). A madeira de A. cearensis ¢ altamente resistente ao ataque de
13



insetos e fungos, o que a torna um material atraente para a fabricagdo de moéveis de luxo e barris de
cachaga, especialmente na regido nordeste do Brasil (Pareyn ef al., 2018). Contudo, a espécie esta
em perigo de extingdo devido a extensdo da perda de habitat e ao extrativismo indiscriminado de
sua madeira, motivado tanto pela constru¢do de moveis e barris de cachaca quanto pelo seu
reconhecido potencial medicinal e farmacoldgico (Pessoa & Oliveira 2018, [IUCN 2024).

A intensifica¢do de atividades como desmatamento, expansdo agropecudria € urbanizacao
tem provocado a fragmentagdo ¢ a perda de habitats, resultando no aumento do risco de extingao
dessas espécies (IUCN, 2024). Entretanto, a CITES tem intensificado seus esforcos de controle e
manejo de diversas espécies florestais. Mas, um dos desafios para sua implementacdo ¢ a
identificagdo precisa dos espécimes envolvidos no comércio e rastreamento de produtos derivados
(Jiao et al., 2020). Nesse contexto, o DNA barcoding ¢ uma ferramenta valiosa para a identificagdo
répida e precisa de espécies arboreas, especialmente aquelas ameagadas de extingao ou exploradas
economicamente. A aplicagdo dessa técnica permite o monitoramento efetivo de espécies
protegidas, o combate ao comércio ilegal de produtos florestais e o apoio as politicas de
conservagdo. Portanto, ¢ crucial o desenvolvimento de estudos que explorem e validem regides de
DNA barcode adequadas para a identificagdo molecular dessas espécies, especialmente em face das
crescentes pressdes ambientais e econdmicas que ameagam sua sobrevivéncia.

Neste estudo, testamos quatro regides, sendo trés regides do DNA cloroplastidial rbcL,
matK e psbA-trnH e as regides ITS do DNA nuclear (Jiao et al., 2020), para serem utilizadas como

DNA Barcode em quatro espécies arboreas da familia Fabaceae.

2. MATERIAL E METODOS

Coleta de amostras

As coletas botanicas foram realizadas anteriormente pelo grupo de pesquisa do Laboratério
de Genética & Biodiversidade (LGBio) da Universidade Federal de Goias (UFG), no qual foram
criados bancos de tecido foliar e de DNA. Assim, as amostras utilizadas no presente estudo sao
provenientes dos bancos do LGBio. Para as espécies que dispunham apenas de tecido foliar, o DNA
foi extraido utilizando o protocolo de extragdo CTAB 2% (Doyle & Doyle, 1987). No total foram
amostrados 39 individuos de diferentes populagdes: quatro de A. cearensis, doze de D. alata, onze

de P. emarginatus e doze de P. pubescens (Tabela 1).
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Tabela 1. Codigos e os locais de coleta dos 39 individuos das espécies Amburana cearensis,
Dipteryx alata, Pterodon emarginatus € P. pubescens (Fabaceae).

Espécie Codigo Populacao
ACERJ 07 Rio de Janeiro - RJ
. ACEUFGGO 03 Universidade Federal de Goias - GO
Amburana cearensis -
ACESMPQGO Sao Miguel do Passa Quatro - GO
ACEALPGO Alto Paraiso - GO
DALPINMG_06 Pintopolis - MG

Dipteryx alata

DALARIMG 04
DALJANGO 05
DALLZNGO 04
DALSONMS 08

DALICESP 01

DALMAMMG 01
DALSAMGO 02
DALCAMMS 05
DALCOCMT 20
DALNATTO 06
DALAQAMS 03

Arinos - MG
Jandaia - GO
Luziénia - GO
Sonora - MS
Icem - SP
Monte Alegre de Minas - MG
Sao Miguel do Araguaia - GO
Camapuad - MS
Cocalinho - MT
Natividade - TO
Aquidauana - MS

Pterodon pubescens

PPUARUGO 27
PPUPERMG 16
PPUSCALGO 29
PPUTUPMG 02
PPUSFRGO 32
PPUCALGO 13
PPUPONGO 06
PPUPOTGO 29
PPUBAGMT 18
PPUNOXMT 19
PPUHIDGO 22
PPUARGMT 27

Aruana - GO
Perdizes - MG
Serra de Caldas - GO
Tupaciguara - MG
Sao Francisco de Goias - GO
Caldas Novas - Goias
Pontalina - Goias
Portelandia - Goias
Barra do Gargas - MT
Nova Xavantina - MT
Hidrolandia - GO
Araguaiana - MT

Pterodon emarginatus

PEMCARTO 07
PEMNCRGO 07
PEMSRNGO 06
PEMPORGO 13
PEMLEMBA_10
PEMAPAGO 23
PEMANOGO_03
PEMCBEGO 24
PEMCARMA 19
PEMARCUTO 21

PEMFATTO 11

Cariri - TO
Nova Crixas - GO
Santa Rita do Novo Destino - GO
Porangatu - GO
Luiz Eduardo Magalhdes - BA
Alto Paraiso - GO
Alvorada do Norte - GO
Campos Belos de Goias - GO
Carolina - MA
Araguagu - TO
Fatima - TO
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O DNA extraido foi quantificado por eletroforese horizontal em gel de agarose 1% corado
com brometo de etideo (10 mg/mL). As bandas de DNA obtidas no gel foram comparadas com
marcadores de massa molecular. Em seguida, o DNA foi diluido para uma concentragdo final de 2,5

ng/uL.

Amplificacdo e sequenciamento

As regides testadas neste trabalho foram as mais utilizadas para espécies madeireiras, de
acordo com Jiao et al. (2020). Os primers bem como suas sequéncias estao listados na Tabela 2. As
reacoes de PCR foram realizadas com volume final de 15 pL, com 5,3 pL de d4gua milli-Q®; 2,5 pL.
de DNA (2,5 ng/uL); 1,2 uL de cada primer (1 uM); 1,5 uL de Tp (10X) com MgCl, (10 mM); 1,5
uL de BSA (25 mg/mL); 1,5 pL de dNTP’s (2,5 uM) e 0,3 pL. de Tag DNA polimerase (5 U). O
programa de amplificacdo foi realizado no termociclador Veriti™ Thermal Cycler nas seguintes
condigdes: desnaturagdo a 94°C por 3 min, seguida de 35 ciclos de 94°C por 1 min, anelamento dos
primers por 1 min (temperatura de anelamento na Tabela 2), extensdo a 72°C por 1 min e um ciclo

de extensao final a 72°C por 10 min.

Tabela 2. Regides do DNA, nomes, sequéncias e as referéncias dos primers utilizados para
amplificagdio e sequenciamento, além das temperaturas de anelamento (TA) aplicadas na

amplificacdo por PCR.
Regido Primer Sequéncia 5°-3° Referéncia TA (°C)
3F_KIM f F - CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG o ,
matK IR KIMr R - ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTCC & J-Kim (ndo publicado) 50 - 54
rbeLa_f F - ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC .
rbel rbeLa r R - GTAAAATCAAGTCCACCRCG Kress & Erickson (2007) 30
psbA-  psbA3 f F - GTTATGCATGAACGTAATGCTC Sang et al. (1997); 5
tmH  tmHf 05 R - CGCGCATGGTGGATTCACAATCC Tate & Simpson (2003)
TS AB(101) F- ACGAATTCATGGTCCGGTGAAGTGTTC Sun et al, (1994) s

AB(102) R - TAGAATTCCCCGGTTCGCTCGCCGTTAC

Para verificar o padrao de amplificagdo foi realizada a eletroforese horizontal em gel de
agarose 1,5% corado com brometo de etideo. Os fragmentos de PCR foram comparados com o
marcador 1 kb plus (Invitrogen®). A purificacdo do produto de PCR foi realizada utilizando as
enzimas Exo-SAP (Exonuclease I e Shrimp Alkaline Phosphatase) numa propor¢do de 1:9
(Ex0:SAP). A reagdo de sequenciamento foi preparada utilizando o kit BigDye Terminator. Em
seguida, o produto da reacdo foi precipitado e diluido em 10 pL de formamida Hi-Di e,

posteriormente, desnaturada a 95°C. Os fragmentos amplificados foram analisados por eletroforese
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capilar no analisador genético ABI 3500 (Applied Biosystems®). Para cada fragmento amplificado,
foram realizadas duas reagdes de sequenciamento, nas direcdes forward e reverse da fita de DNA.
As sequéncias obtidas foram editadas no programa SeqScape v.3.0 (Applied Biosystems®)
para obtengdo das fitas consensos. Os alinhamentos das sequéncias foram realizados no ClustalW
(multiple sequence alignment) acessado pelo programa BioEdit 7.7, onde foram executadas

correcdes manuais quando necessario.

Pesquisa de similaridade

As sequéncias finais foram comparadas com outras sequéncias das mesmas regides
disponiveis nos bancos de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI), com
uso da ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLASTn) e priorizando o E-valor. As
sequéncias também foram comparadas na ferramenta de busca Identification System (IDS) do
Barcode Of Life Database (BOLD) para determinar a melhor correspondéncia de espécies. No
BOLD, ndo ha suporte para a comparacao de sequéncias da regido psbA-trnH, e, por esse motivo, as

sequéncias dessa regido ndo foram incluidas nas andlises comparativas nessa plataforma.

Diversidade genética
Realizamos andlises de diversidade nucleotidica, diversidade haplotipica, nimero de
haplotipos e sitios polimorficos dentro e entre as espécies com auxilio do programa DnaSP v6

(Rozas et al., 2017).

Automatic Barcode Gap Discovery

As sequéncias também foram avaliadas no Automatic Barcode Gap Discovery (ABGD), um
software utilizado para buscar a lacuna entre a distdncia genética intraespecifica maxima e a
distancia genética interespecifica minima, a diferenga ¢ o chamado barcode gap. Inicialmente o
ABGD calcula uma matriz de distancias entre as sequéncias fornecidas e usa essa informagao para
encontrar a primeira lacuna entre as distancias intraespecifica e interespecifica. Em seguida, ele
gera uma lista de grupos que sdo interpretados como espécies de acordo com a matriz de distancia
calculada. O método ¢ aplicado recursivamente para refinar ainda mais as parti¢des até que nao haja
mais divisdes possiveis, ficando ao pesquisador a responsabilidade de escolher qual parti¢do
escolher no contexto biologico e taxondomico dos organismos estudados (Puillandre et al., 2012). O

modelo evolutivo selecionado foi Kimura 2-Parametros (K2P) e P,;,= 0.001, P,,=0.1, e X=1.5.

Dendrograma
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As matrizes de distancias genéticas geradas pelo programa ABGD foram utilizadas para a
constru¢ao dos dendrogramas aplicando o método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with

Arithmetic Mean) utilizando o software R (versdo 4.4.2). O pacote utilizado para essas analises foi o

ggplot2.

3. RESULTADOS

Amplificacdo e sequenciamento

A amplificagdo ocorreu com sucesso para as regides do DNA cloroplastidial: matK, rbcL e
psbA-trnH (Figura 1 e 2), em todas as espécies. No entanto, enfrentamos problemas com a
amplificagdo para a regido de DNA nuclear (ITS), o que resultou na formacao de multiplas bandas

como indica a Figura 3. Em razdo disso, a regido ITS foi excluida das analises subsequentes.

Kb Dipteryx alata Pterodon

pubescens . Pterodqn emarginatus Am- Pterodon

[ ]

w4
l——-—“—-“———"-————o--—.

buran nsi . emarai 5
rans coRmipEay emarginatus Amburana cearensis

Pterodon emarginatus

burana cearensis

Figura 2. Eletroforese horizontal do produto de amplificagdo da regido psbA-trnH.
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Figura 3. Eletroforese horizontal do produto de amplificagdo inespecifica da regido ITS. Dal: D.
alata, Ppu: P. pubescens, Pem: P. emarginatus e Ace: A. cearensis.

O tamanho dos produtos amplificados de acordo com os géis de eletroforese foi de
aproximadamente 900 pb para matK e 550 pb para rbcL e psbA-trnH. O tamanho esperado para
estas regioes ¢ aproximadamente 850 pb (matK), 550 pb (rbcL) e 475-545 bp (psbA-trnH) (Kress &
Erickson 2007; Tate & Simpson, 2003).

O sucesso de sequenciamento foi de 100% para matK e rbcL. Entretanto, o psbA-trnH
apresentou problemas no sequenciamento dos individuos de D. alata, de modo que esta regido ndo
pode ser avaliada para esta espécie, mesmo com alteragdo no protocolo de PCR. O comprimento
das sequéncias geradas foi de 904 para matK, 574 pb para rbcL e 718 pb para psbA-trnH. Apos o
alinhamento e corte das extremidades, todas as sequéncias ficaram com 556 pb, 540 pb e 454 pb

para matK, rbcL e psbA-trnH, respectivamente.

Diversidade genética

Os valores de diversidade haplotipica (H) e nucleotidica (7) foram maiores na regiao
intergénica (psbA-trnH) em comparacdo as regides génicas (matK e rbcL) (Tabela 3). No total,
foram identificados cinco haplétipos (h) em psbA-trnH, quatro em matK e trés em rbcL (os
haplotipos estdo descritos nas Tabelas 4-6). Além disso, o nimero de sitios polimdrficos (S) no

espacador intergénico € de 3 a 5.5 vezes maior que nas regioes matK e rbcL, respectivamente.

Tabela 3. Parametros de diversidade genética intraespecifica e interespecifica referente as regioes
matK, rbcL e psbA-trnH nas espécies Amburana cearensis, Dipteryx alata, Pterodon emarginatus e
P pubescens, em que N: nimero de sequéncias, h: nimero de hapldtipos, H: diversidade
haplotipica, S: niimero de sitios polimorficos e x: diversidade nucleotidica.

Espécie matK rbcL psbA-trnH

N h H S T N h H S b4 N h H S n
A. cearensis 4 1 0.000 0 0.00000 4 1 0.000 0 0.00000 4 0.500 1 0.00133
0 0
1 0

\S]

D. alata 12 1 0.000 0.00000 12 1 0.000 0.00000 - - - - -
0.00033 11 1 0.000 0.00000 11 1 0.000 0O 0.00000

19

P. emarginatus 11 2 0.182



P. pubescens 12 1 0.000 0 0.00000 12 1 0.000 0 0.00000 12 2 0409 1 0.01776
Entre Pterodon 23 2 0,087 1 000016 23 1 0,000 0 0,00000 23 3 0,628 5 0,00649
Entre espécies 39 4 0591 31 0.01269 39 3 0561 17 0.00984 27 5 0.724 93 0.07694

Tabela 4. Sequéncia de polimorfismos entre os quatro haplotipos da regido matK, o nimero em
cada coluna deve ser lido na vertical e indica a posicdo do nucleotideo.

Haploétipo Sitios polimorficos Individuo

1 1222222333333344444455
2455689781245683347799015577¢03
551899165 139950205347452613857¢60

H1 CATATCCCCTCCGTGTGTCGCGAGGCGTGGA 1-4
H2 TGCACTATTCACACACACAACAGCAGAGAAT 5-16
H3 TGCGCTATTCAAACACACAATAGCAGAGAAC 17

H4 TGCACTATTCAAACACACAATAGCAGAGAAC 18-39

1 - ACERJ 07, 2 - ACEUFGGO_03, 3 - ACESMPQGO, 4 - ACEALPGO, 5 - DALPINMG_06, 6 - DALARIMG_04, 7
- DALJANGO 05, 8 - DALLZNGO 04, 9 - DALSONMS_08, 10 - DALICESP 01, 11 - DALMAMMG 01, 12 -
DALSAMGO 02, 13 - DALCAMMS_05, 14 - DALCOCMT 20, 15 - DALNATTO 06, 16 - DALAQAMS_03, 17 -
PEMCARTO 07, 18 - PEMNCRGO 07, 19 - PEMSRNGO 06, 20 - PEMPORGO_13, 21 - PEMLEMBA_10, 22 -
PEMAPAGO 23, 23 - PEMANOGO 03, 24 - PEMCBEGO 24, 25 - PEMCARMA 19, 26 - PEMARCUTO 21, 27 -
PEMFATTO 11, 28 - PPUARUGO 27, 29 - PPUPERMG_16, 30 - PPUSCALGO 29, 31 - PPUTUPMG 02, 32 -
PPUSFRGO 32, 33 - PPUCALGO 13, 34 - PPUPONGO 06, 35 - PPUPOTGO 29, 36 - PPUBAGMT 18, 37 -
PPUNOXMT 19, 38 - PPUHIDGO 22, 39 - PPUARGMT 27.

Tabela 5. Sequéncia de polimorfismos entre os quatro haplotipos da regido rbcL, o nimero em cada
coluna deve ser lido na vertical e indica a posicdo do nucleotideo.
Haplétipo Sitios polimorficos Individuo

2 4 5 5 6 8 9 7 8 1 2

N
W
o))
w

55 1 8 9 9 1 6 5 1 3 9

=)
W
S
\S}
S

H1 c GCGAGCGTTCTGT CTCTC CGT 1-4
H2 T €C G C GATACTCTTT CZ CT AC 5-16
H3 T GG G GATACAGTGTTT C 17-39

1 - ACERJ 07, 2 - ACEUFGGO 03, 3 - ACESMPQGO, 4 - ACEALPGO, 5 - DALPINMG 06, 6 - DALARIMG 04, 7
- DALJANGO 05, 8 - DALLZNGO 04, 9 - DALSONMS 08, 10 - DALICESP 01, 11 - DALMAMMG 01, 12 -
DALSAMGO 02, 13 - DALCAMMS_05, 14 - DALCOCMT 20, 15 - DALNATTO_06, 16 - DALAQAMS _03, 17 -
PEMCARTO 07, 18 - PEMNCRGO 07, 19 - PEMSRNGO 06, 20 - PEMPORGO_13, 21 - PEMLEMBA_10, 22 -
PEMAPAGO 23, 23 - PEMANOGO 03, 24 - PEMCBEGO 24, 25 - PEMCARMA _19, 26 - PEMARCUTO 21, 27 -
PEMFATTO 11, 28 - PPUARUGO 27, 29 - PPUPERMG_16, 30 - PPUSCALGO 29, 31 - PPUTUPMG 02, 32 -
PPUSFRGO 32, 33 - PPUCALGO_13, 34 - PPUPONGO 06, 35 - PPUPOTGO 29, 36 - PPUBAGMT 18, 37 -
PPUNOXMT _19, 38 - PPUHIDGO 22, 39 - PPUARGMT 27.
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Tabela 6. Sequéncia de polimorfismos entre os cinco haplotipos da regido psbA-trnH, o nimero em cada coluna deve ser lido na vertical e indica a
posicao do nucleotideo.

Haplétipo Sitios polimorficos Individuo

1111111111111111111111111111222222222222222222222333333333333333333333344444444444444
113566890011112223333447788888999999003444566788888899999000111123334445556899900000011112224
15121857781212560354789017903589023467028247537023567903468269013590127892395156902378907891493

H1 TAGCATCCTCGATATAATAATATAAATACTCTTAGCTTTAGATGCAGACTTACGCTCAACTTGTTGCATCTAAGAATCGATTCCCCATATCTCTT 1-11
H2 CTAAATCCTCGATATAAAAATATAAATACTCTTAGCTTTAGATGCAGACTTACGCTCAACTTGTTGCATCTAAGAATCGATTCCCCATATCTCTT 12-14
H3 CTAAATCCTCGATATAATAATATAAATACTCTTAGCTTTAGATGCAGACTTACGCTCAACTTGTTGCATCTAAGAATCGATTCCCCATATCTCTT 15-23
H4 CTATGCGTATTCCTCTTTGGGTCTTGATTATACTCACACTACATATTTAGATTATAAGGTCCAACTTTGTCGCTGGAGTTCATTTTTCCCTGGCC  24-26
H5 CTATGCGTATTCCTCTTTGGGTCTTGATTATACTCACACTACATATTAAGATTATAAGGTCCAACTTTGTCGCTGGAGTTCATTTTTCCCTGGCC 27

1 - PEMCARTO 07, 2 - PEMNCRGO 07, 3 - PEMSRNGO 06, 4 - PEMPORGO 13, 5 - PEMLEMBA 10, 6 - PEMAPAGO 23, 7 -
PEMANOGO 03, 8 - PEMCBEGO 24, 9 - PEMCARMA 19, 10 - PEMARCUTO 21, 11 - PEMFATTO_ 11, 12 - PPUARGMT 27, 13 -
PPUPONGO 06, 14 - PPUNOXMT 19, 15 - PPUBAGMT 18, 16 - PPUCALGO 13, 17 - PPUSFRGO 32, 18 - PPUPERMG 16, 19 -
PPUARUGO 27, 20 - PPUHIDGO 22,21 - PPUTUPMG 02, 22 - PPUSCALGO 29, 23 - PPUPOTGO 29, 24 - ACERJ 07, 25 - ACESMPQGO, 26
- ACEALPGO, 27 - ACEUFGGO 03.
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Pesquisa de similaridade

Utilizamos as sequéncias obtidas para avaliar a precisdo na identificacdo das espécies por
meio do BLASTn. Para matK e rbcl, as consultas de A. cearensis € D. alata retornaram a
identificacdo correta com identidade méxima. Ja as identificagdes de Pterodon foram ambiguas,
pois o banco de dados retornou ambas as espécies (P. emarginatus e P. pubescens) com a mesma
taxa de similaridade (100%). Esse resultado era esperado, considerando que as duas espécies
apresentam sequéncias idénticas nas regides analisadas. Para psbA-trnH, as consultas de A.
cearensis retornaram a espécie correta com média de percentual de identidade de 99,48%. Ja as
identificacdes de Pterodon chegaram a nivel de género, uma vez que as sequéncias de P
emarginatus € P. pubescens apresentaram maior correspondéncia com P. abruptus com percentual
de similaridade médio de 92.08% e 91.41%, respectivamente.

No sistema de identificagdo do BOLD, para a regido matK as identificagdes para sequéncias
de A. cearensis foram corretas com similaridade maxima. Para Dipteryx alata, as identificagdes
foram ambiguas, pois o banco de dados retornou as espécies D. odorata, D. punctata, D. rosea e D.
alata, todas com 100% de similaridade. As identificagdes para Pterodon também foram ambiguas,
pois as duas espécies apresentam sequéncias idénticas na regido analisada e portanto tiveram a
mesma porcentagem de similaridade (100%). Para rbcL, as consultas de D. alata tiveram
identificacdes ambiguas — a mesma similaridade (98,81%) com D. alata e D. oleifera. As espécies
P. emarginatus e P. pubescens nao possuem barcodes registrados para a regido rbcL no BOLD e A4.
cearensis foi identificada incorretamente, mesmo havendo registros de barcode da espécie para a
regido. A regido psbA-trnH nao foi consultada nesta plataforma uma vez que nao ha registro para a

regido.

Automatic Barcode Gap Discovery

Os resultados da analise da regido matK com o ABGD revelaram a formagao de trés grupos
de espécies baseados na distancia genética, Grupo 1: D. alata, Grupo 2: P. emarginatus e P,
pubescens e Grupo 3: A. cearensis. A distdncia maxima entre individuos da mesma espécie e entre
as espécies congéneres foi de 0,0018 e a distdncia minima entre individuos de géneros diferentes foi
acima de 0,0073 (Figura 6). Sendo que, a primeira barra corresponde as distancias intraespecifica e
entre espécies congéneres, a segunda e a terceira barra as distancias entre os géneros Dipteryx e
Pterodon, a quarta barra as distancias entre os géneros Dipteryx e Amburana e a quinta barra as

distancias entre os géneros Pterodon € Amburana.
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Figura 6. Histograma de distancia genética gerado no ABGD para a regido matK com as espécies
Amburana cearensis, Dipteryx alata, Pterodon emarginatus e Pterodon pubescens.

O mesmo padrao foi observado para a regido rbcL, na qual também houve a formacao dos
mesmos trés grupos, Grupo 1: D. alata, Grupo 2: P. emarginatus € P. pubescens e Grupo 3: A.
cearensis. A distancia entre individuos da mesma espécie e entre as espécies congéneres foi de
0,0000 e a distancia entre individuos de géneros diferentes foi acima de 0,0131 (Figura 7). Sendo
que, a primeira barra corresponde as distancias intraespecifica e entre espécies congéneres, a
segunda barra as distancia entre os géneros Dipteryx e Pterodon, a terceira barra as distancias entre
os géneros Dipteryx e Amburana e quarta barra as distdncias entre os géneros Pterodon e

Amburana.
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Figura 7. Histograma de distancia genética gerado no ABGD para a regido rbcL com as espécies
Amburana cearensis, Dipteryx alata, Pterodon emarginatus e Pterodon pubescens.
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Os resultados obtidos da andlise da regido psbA-trnH sdo mais complexos. Embora as
particdes em geral tenham separado os trés grupos de espécies baseadas na distancia genética
(Grupo 1: P. emarginatus, Grupo 2: P. pubescens e Grupo 3: A. cearensis) o grafico de distancias
ndo revelou uma lacuna verdadeira, mesmo ndo havendo sobreposi¢cdo de distancias intra e
interespecifica. A distancia intraespecifica maxima foi 0,0027 e a distancia interespecifica minima
foi 0,0107 (Figura 8). A primeira barra corresponde as distancias entre P. emarginatus ¢ P.
pubescens, a segunda e terceira barra correspondem as distancias entre os géneros Amburana e

Pterodon.
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Figura 8. Histograma de distdncia genética gerado no ABGD para a regido pshA-trnH com as
espécies Amburana cearensis, Pterodon emarginatus e Pterodon pubescens.

Para confirmar se havia sobreposicao das distancias genéticas intraespecifica e interespecifica
para psbA-trnH excluimos as sequéncias da espécie 4. cearensis da andlise do ABGD. O resultado
revelou uma lacuna clara entre as distancias genéticas das duas espécies congéneres (P. emarginatus
P. pubescens) (Figura 9). Portanto, inferimos que a auséncia da lacuna no histograma do psbA-trnH
(Figura 8) deve-se a grande distancia genética entre os géneros Pterodon e Amburana (0,32) (Figura 8)
e ndo a sobreposicao das distadncias intraespecificas e interespecificas. A primeira, segunda e terceira
barra correspondem as distancias intra especificas, a quarta, quinta e sexta barra correspondem as

distancias interespecificas.
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Figura 9. Histograma de distancia genética gerado no ABGD com as sequéncias de P. emarginatus
e P pubescens da regido pshA-trnH. A distincia maxima intraespecifica foi 0,0027 e a distincia
interespecifica minima foi 0,0107.
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Utilizamos também as regides matK e rbcL combinadas a fim de avaliar o poder
discriminativo quando utilizadas em conjunto. O resultado mostra o mesmo padrao das regides
unicas, na qual houve a formagdo dos mesmos trés grupos, Grupo 1: D. alata, Grupo 2: P.
emarginatus € P. pubescens e Grupo 3: A. cearensis. A distancia entre individuos da mesma espécie
e entre as espécies congéneres foi de 0,0000 e a distancia entre individuos de géneros diferentes foi
acima de 0,0102 (Figura 10). A primeira barra € correspondente as distancias intraespecifica e entre
espécies congéneres, a segunda barra as distancia entre os géneros Dipteryx e Pterodon e a terceira

barra as distancias entre os géneros Dipteryx, Amburana e Pterodon.

130
97
65

. i

bist. value
©
B

®
®
i

00°0Q

00°0@

0007
1007
T0°0

10°0

T 07|
1007
o o
o e
zo o
zo e
zo e
€007
€007
€0°07|
€007
0" e

Figura 10. Histograma de distancias genéticas gerado no ABGD para a regido matK e rbcL
combinadas com as espécies Amburana cearensis, Pterodon emarginatus € Pterodon pubescens.
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Dendrograma

No dendrograma de matK houve a formagdo de trés grupos (cluster) distintos bem
delimitados, o grupo composto por individuos de A. cearensis, o grupo composto pelos individuos
de D. alata e o grupo composto pelos individuos de P. pubescens e P. emarginatus (Figura 11). D.

alata surgiu como grupo irmao de Pterodon e ambos formaram grupo irmao com 4. cearensis.
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Figura 11. Dendrograma construido com base no método UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Mean) utilizando os dados moleculares da regido matKk.

A andlise para o rbcL foi consensual com o matK em mostrar um grupo com todos os
individuos das duas espécies do género Pterodon, um grupo composto por individuos de D. alata e
grupo com todos os individuos de A. cearensis. Pterodon emergiu como uma linhagem irma de D.

alata e ambos formaram grupo irmao de 4. cearensis (Figura 12).
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Figura 12. Dendrograma construido com base no método UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Mean) utilizando os dados moleculares da regido rbcL.

Assim como na andlise de ABGD, o dendrograma construido com com a regido intergénica
psbA-trnH foi mais complexo que os demais. Nesta analise ndo foram amostrados individuos de D.
alata. Houve a formagdo de trés grupos principais: o grupo de A. cearensis; o grupo com todos os
individuos de P. emarginatus; ¢ o grupo de P. pubescens, sendo que este ultimo formou duas
linhagens, sendo uma delas composta por trés populagdes (Nova Xavantina-MT, Pontalina-GO e
Araguaiana-MT). P. emarginatus emergiu como grupo irmao de P. pubescens e ambos formaram

grupo irmao de A. cearensis (Figura 13).
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Figura 13. Dendrograma construido com base no método UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Mean) utilizando os dados moleculares da regido pshA-trnH.
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Assim como observado no dendrograma das regides matK e rbcL, o dendrograma das
regides concatenadas também revelou a formagdo de trés grupos distintos: um grupo formado pelos
individuos de A. cearensis, outro composto pelos individuos de D. alata, e o terceiro por individuos
de P. pubescens e P. emarginatus. D. alata emergiu como grupo irmao de Pterodon, e ambos, por

sua vez, formaram um grupo irmao com A. cearensis (Figura 14).
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Figura 14. Dendrograma construido com base no método UPGMA (Unweighted Pair Group

Method with Arithmetic Mean) utilizando os dados concatenados das regides matK e rbcL.

4. DISCUSSAO

A universalidade e o poder discriminativo sdo caracteristicas essenciais para um DNA
barcode eficiente (Kress & Erickson, 2007). A universalidade consiste na facil amplificacdo e
sequenciamento da regido. No que diz respeito a universalidade, os marcadores matK e rbcL
apresentaram os melhores desempenhos, embora nao tenham demonstrado poder discriminativo
suficiente para distinguir espécies dentro do mesmo género. A regido psbA-trnH destacou-se com o
maior poder discriminativo entre espécies, mas apresentou menor universalidade em comparagio
com as regides génicas. Por outro lado, a regido nuclear ITS nao pode ser avaliada quanto ao poder
discriminativo.

O matK foi o marcador com melhor desempenho na identificagdo de espécies quando
consultado nas bases de dados (NCBI e BOLD) em comparagdo com as regides rbcL e psbA-trnH.
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O rbcL teve a mesma resoluciao de espécie que o matK no NCBI, embora seu desempenho tenha
sido inferior nas buscas do BOLD inclusive pela falta de barcode para P. emarginatus e P.
pubescens nesta regido. O psbA-trnH, apresentou desempenho inferior no NCBI (14,8%
identificagdes de espécies e 85,2% identificagdes de gé€nero), sendo que as identificagdes a nivel de
género resultaram da alta similaridade entre as duas espécies de Pterodon analisadas, especialmente
com P. abruptus. Estudos filogenéticos recentes indicam que P. emarginatus € mais proximamente
relacionado a P. abruptus do que a P. pubescens, devido a eventos de vicariancia que ocorreram ha
cerca de 4,7 milhdes de anos e resultaram na separacao dessas espécies. Esses eventos levaram a
especiacdo de P. abruptus, atualmente endémico da Caatinga, e de P. emarginatus, que ocorre no
Cerrado e na Caatinga. (Carvalho et al., 2024). Isso indica que as relagdes entre espécies do género
Pterodon ainda sdao confusas e precisam de mais investigacdes. Além disso, o psbA-trnH foi o unico
marcador que ndo teve registros correspondentes no sistema de identificagdo do BOLD. Esses
resultados contrastam com os achados de Meiklejohn et al. (2019), que observaram que ambas as
plataformas nao apresentaram diferencas significativas na identifica¢do de plantas.

Ademais, estima-se que existam aproximadamente 500 mil espécies de plantas terrestres no
mundo (Corletti, 2016). Dentre essas, apenas 0,26—0,29% espécies possuem o genoma sequenciado
(Bernal-Gallardo & de Folter, 2024). Enquanto na plataforma do BOLD, dos 19.303 milhdes
registros de barcodes, apenas 72 mil correspondem a espécies vegetais. Esses dados refletem a falta
de correspondéncia das sequéncias quando consultadas no BOLD, destacando a necessidade de
ampliar a contribui¢ao de informacdes de plantas, pois a capacidade dos DNA barcodes de atribuir
espécies a uma sequéncia depende das bibliotecas de comparacdo como NCBI e BOLD.

No que diz respeito a capacidade discriminativa, as andlises de diversidade genética, os
grupos gerados pelo ABGD e UPGMA estdo em concordancia. Os marcadores matK e rbcL se
mostraram eficientes na distingdo de géneros no ABGD, ja que as distancias entre os géneros foram
maiores do que as distincias dentro dos géneros e na analise UPGMA os géneros formaram clusters
bem definidos. Entretanto, esses dois marcadores se mostraram incapazes de discriminar espécies
do mesmo género nestas duas andlises. Resultados de filogenia sugerem que as duas espécies de
Pterodon compartilham uma relagdo evolutiva recente, com divergéncia temporal de
aproximadamente 10 mil anos (Lima, 2019), o que pode explicar a dificuldade da discriminacdo
dessas espécies observada com os marcadores matK e rbcL. Além disso, estudos elaborados por
Rocha (2006) e Lima et al. (2023) suportam a ocorréncia de hibridos naturais, especialmente em
locais com sobreposi¢ao geografica, devido ao isolamento reprodutivo incompleto. Fatores de
hibridizacdo e introgressdo como observados entre as espécies de Pterodon dificultam o
estabelecimento de um DNA barcode (Hebert et al., 2003). Lima (2019) propde que a divergéncia

entre as espécies de Pterodon e Dipteryx ocorreu hd aproximadamente 4 milhdes de anos, o que,
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devido a consideravel distancia evolutiva entre esses géneros, pode ter favorecido sua discriminagao
nos estudos de DNA barcoding ¢ UPGMA. embora filogenias recentes tenham verificada que
pterodon emarginatus ¢ mais proxima de P abruptos do que P pubescens devido a eventos de
vicariancia ocorrido durante o Plioceno Inferior (~ 4,7 milhdes de anos) em Pterodon deu origem as
duas espécies — P. abruptus, endémico da Caatinga, e a P. emarginatus, distribuido no Cerrado e
Caatinga

Apesar de observarmos a eficiéncia dos marcadores de forma isolada, um estudo realizado
por Rajaram et al. (2019) sugere que a combinagdo de dois, trés ou quatro marcadores elevam a
resolugdo da espécie devido as variagcdes adicionadas. Entretanto, no presente estudo a combinacao
dos dois marcadores de genes cloroplastidiais matK e rbcL ndo aumentou consideravelmente o
poder discriminativo em relagdo a regido rbcL utilizada sozinha.

Por outro lado, o pshA-trnH apresentou o maior numero de sitios varidveis dentre as regides
testadas, o que reflete seu maior poder discriminativo no ABGD e no UPGMA, sendo o tnico
marcador capaz de separar as espécies do mesmo género. Na analise UPGMA, observamos que as
populagdes de Pterodon formaram duas linhagens distintas, € ndo uma linhagem Unica como
demonstraram o matK e rbcL. Essa diferenca pode ser explicada pela maior sensibilidade da regido
intergénica psbA-trnH a variagdes genéticas e eventos de divergéncia evolutiva. Por outro lado, as
regides génicas geralmente apresentam uma taxa de evolugdo mais lenta, pois estdo sob maior
pressdo seletiva (Palmer & Herbon, 1988). Estudos anteriores mostram que a regido psbA-trnH tem
uma capacidade discriminativa superior para detectar variagdes em grupos taxondmicos, o que pode
explicar a formacdo de linhagens adicionais (Bolson et al., 2015; Kress et al., 2005; Lahaye et al.,
2008; Pang et al., 2012).

Além disso, um estudo realizado por Lima et al. (2023) provou a existéncia de potenciais
hibridos entre P. emarginatus € P. pubescens. Os autores afirmaram que P. emarginatus parece estar
distribuido ao norte do Cerrado e P. pubescens ao sul, apresentando uma distribuigdo latitudinal de
contato entre eles, formando assim zonas de contato. Rocha (2006) encontrou individuos vivendo
na mesma faixa latitudinal observada por Lima et al. (2023), os quais exibem caracteristicas
morfologicas e composicao genética intermedidrias entre as duas espécies. Estas zonas de contato
abriram espago para o estudo da producdo de hibridos e do fluxo génico interespecifico. Os
experimentos de polinizagdo interespecifica realizados por Lima et al. (2023) mostraram que nao ha
barreiras reprodutivas entre as espécies, permitindo a formagao de frutos e sementes. Entretanto, a
baixa frequéncia de retrocruzamentos e hibridos sugere que as barreiras sdo principalmente de
carater ecologico. As populagdes de P. pubescens ocorrentes em Nova Xavantina (MT), Pontalina
(GO) e Araguaiana (MT), apresentaram haplotipos unicos entre as populagdes de P. pubescens, elas

estdo inseridas proximas as zonas de contato descritas entre P. emarginatus € P. pubescens sugeridas
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por Lima et al. (2023). Nessas trés populagdes, ¢ provavel que ocorram formagao de hibridos, fruto
do fluxo génico interespecifico, o que pode estar promovendo o surgimento de linhagens
geneticamente diferenciadas.

Assim, a complexidade da estrutura em Pferodon sugere que andlises utilizando marcadores
intergénicos ¢ essencial para uma compreensdo mais precisa das relagdes evolutivas entre espécies.
Portanto, recomendamos novas tentativas de DNA barcode com a regido intergénica de DNA
nuclear ITS como a sintetizacao de primers novos.

Ademais, vale ressaltar que este estudo incluiu apenas um género com mais de uma espécie
representante. Expandir a amostragem de taxons, incluindo mais de uma espécie por género,
poderia enriquecer a investigagdo de DNA barcode. Isso permitiria avaliar se o padrao observado
em espécies congéneres como P emarginatus € P. pubescens, que possuem relagdes filogenéticas
muito proximas, se repetiria em outros géneros (Bolson, 2012).

Mesmo com suas limitagdes, todos os marcadores de DNA barcode foram capazes de
identificar individuos, ao menos em nivel de género. Em diversos casos, a identificagdo da familia
ou género ja ¢ suficiente para a maioria das acdes de fiscalizacdo como as plantas listadas na CITES
(e.g. Dipteryx) (Hollingsworth et al. 2011). Neste contexto, o DNA barcode se torna uma
ferramenta 1til para fiscalizagdo do comércio de espécies ameacadas de extingao.

Além disso, os dados gerados nesta pesquisa serdo depositados na plataforma BOLD
System, visando ampliar a representatividade de plantas e contribuir com o banco de dados de

identificacao molecular.

5. CONCLUSAO

Foi possivel constatar que o marcador psbA-trnH tem potencial para diagnosticos a nivel de
espécie, enquanto matK, rbcL a as duas regides combinadas sdo mais adequados para discriminagao
a nivel de género. Enfatizamos ainda a necessidade de alimentar os bancos de dados, principalmente
o BOLD, que servem como uma biblioteca de comparagao para a identificagdo molecular de

espécies.
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