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RESUMO 

 

 

BORGES, Kelly Carla Almeida de Souza. Identificação de madeiras nativas por DNA 

Barcode. 2016. 84p. Tese (Doutorado em Ciências Ambientais e Florestais). Instituto de 

Florestas, Departamento de Produtos Florestais, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, 

Seropédica, RJ, 2016. 

 

O DNA Barcode é uma tecnologia em que se utiliza um fragmento de DNA para identificar 

espécies de forma rápida e precisa. Devido a grande dificuldade encontrada para identificar 

madeiras nativas, principalmente, se as mesmas estiverem secas e processadas, o presente 

trabalho teve como objetivo verificar a possibilidade de extrair, amplificar e sequenciar o DNA 

de madeira de cerne seco de espécies nativas comercializadas no Estado do Rio de Janeiro, 

grande consumidor de madeira. As madeiras estudadas foram: amarelão (Aspidosperma vargasii), 

araracanga (Aspidosperma desmanthum), caju-açu (Anacardium giganteum), cedro (Cedrela 

odorata), cerejeira (Amburana acreana), cumaru (Dypterix odorata), peroba-mica 

(Aspidosperma macrocarpon), piquiarana (Caryocar glabrum), roxinho (Peltogyne confertiflora) 

e seru (Allantona lineata). As características anatômicas da madeira macroscópicas das madeiras 

foram verificadas com auxílio de lupa (aumento de 10x) e por microscopia eletrônica de 

varredura (MEV). A extração de DNA foi conduzida por meio de teste de cinco protocolos e com 

seis repetições. Por tratar-se de material degradado, o DNA foi amplificado com enzima Taq 

polimerase Platinum para aumentar a eficiência da amplificação. O gene escolhido como 

marcador foi o rbcL, gene de região conservada. As etapas de purificação e sequenciamento das 

amostras foram conduzidas pela empresa Macrogen (Seoul, Coreia do Sul). O melhor protocolo 

para extração de DNA de cerne seco foi o kit Qiagen (protocolo 2) e para essa técnica o grau de 

pureza das amostras é mais importante que maiores concentrações de DNA. Foi possível 

amplificar o DNA de todas as amostras e identificar a sequência ―DNA Barcode‖ para as espécies 

amarelão (Aspidosperma vargasii), cumaru (Dypterix odorata) e seru (Allantona lineata). Para as 

demais espécies, não houve variação que permitisse selecionar a sequência Barcode, mas as 

sequências obtidas foram listadas, já que o sequenciamento das mesmas ainda não tinha sido 

citado na literatura. O resultado encontrado no presente trabalho pode ser utilizado como uma 

ferramenta de identificação de madeiras tanto no âmbito da fiscalização florestal, quanto para 

agregar valor ao comércio madeireiro através de certificação de madeiras identificadas por 

métodos moleculares. 

 

Palavras-chave: cerne, rbcL, sequenciamento 
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ABSTRACT 

 

 

BORGES, Kelly Carla Almeida de Souza. Identification of brazilian woods by DNA Barcode. 

2016. 84p. Thesis (Doctorate in Environmental and Forest Sciences). Forest  Institute,  Forest  

Products  Departments, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016. 

 

DNA barcode is a DNA fragment to identify species quickly and accurately. Considering the 

difficulty to identify native woods, especially if they are dry and processed, this study aimed to 

verify the possibility of extracting, amplifying and sequencing the DNA of dry heartwood of 

species commercialized in Rio de Janeiro. The studied woods were: Aspidosperma vargasii, 

Aspidosperma desmanthum, Anacardium giganteum, Cedrela odorata, Amburana acreana, 

Dypterix odorata, Aspidosperma macrocarpon, Caryocar glabrum, Peltogyne confertiflora and 

Allantona lineata. The anatomical characteristics of the macroscopic wood woods were checked 

with magnifying aid (10X magnification) and scanning electron microscopy (SEM). The DNA 

extraction was conducted using five test protocols and six replicates. Because it is degraded 

material, the DNA was amplified with Platinum Taq polymerase enzyme to increase 

amplification efficiency. The gene chosen as a marker was the rbcL, conserved region gene. The 

steps of purification and sequencing of the samples were conducted by Macrogen company 

(Seoul, South Korea). The best protocol for dry heartwood DNA was extracted using Qiagen kit 

(protocol 2) and for this technique, the purity of samples is more important that increased 

concentrations of DNA. It was possible to amplify DNA from all samples and identify the 

sequence "DNA barcode" for Aspidosperma vargasii, Dypterix odorata and Allantona lineata. 

For other species, allowing no variation select the barcode sequence, but the listed sequences 

were obtained, since the same sequence had not yet been reported in the literature. The results 

found in this study can be used as a timber identification tool both in the forest inspection, and to 

add value to timber trade through certification woods identified by molecular methods. 

 

Keywords: heartwood, rbcL, sequencing 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

O Estado do Rio de Janeiro é considerado um grande consumidor de madeira, o 2º maior 

do Brasil, apresentando atualmente uma demanda de cerca de 3,6 milhões de metros cúbicos 

(PAINEL FLORESTAL, 2013). No entanto, apenas 11% do seu consumo são atendidos pela 

produção dentro de suas fronteiras (COUTINHO; VARGAS, 2013), sendo o maior volume de 

madeira consumida no estado proveniente do norte do Brasil, região que tem sofrido com o 

impacto do desmatamento.  

Em outubro de 2015 as florestas degradadas na Amazônia Legal abrangeram 1.009 km
2
, 

representando, em relação a outubro de 2014, um aumento de 115%, quando a degradação 

florestal somou 468 km
2
. Os estados com maior incidência de desmatamento são: Mato Grosso 

(29%), Rondônia (26%), Pará (24%) e Amazonas (16%), com menor ocorrência no Roraima 

(2%), Tocantins (2%) e Acre (1%) (FONSECA et al., 2015). 

A extração ilegal de madeira movimenta cerca de US$ 100 bilhões ao ano e de acordo 

com estimativas do Programa das Nações Unidas para o Meio Ambiente (Pnuma), 30% de toda 

madeira comercializada no planeta tem origem suspeita e em alguns países essa proporção chega 

a 90% do total (AVANCINI, 2014). 

A madeira explorada de forma ilegal na Amazônia é comercializada nos grandes centros 

urbanos do Brasil, como é o caso do Rio de Janeiro, e apesar da existência de fiscalização nas 

estradas do país, a madeira segue sem empecilhos mediante a dificuldade em identificá-la. 

Entretanto, esse problema pode ser solucionado pelo emprego de métodos técnicos como 

a utilização de exsicatas que permitam a identificação do material botânico e a identificação 

anatômica da madeira (REIS, 2015). 

O emprego de tais métodos poderá ajudar, preliminarmente, no momento da fiscalização, 

porém os mesmos apresentam certas limitações, sendo a maior delas correlacionadas ao tempo, 

pois a identificação por meio dessas técnicas não é feita de forma imediata, o que pode gerar um 

grande transtorno. Outrossim, ainda pode gerar dúvidas quanto à identificação. 

Deve ser ressaltado que muitas vezes a madeira proveniente de corte ilegal é encontrada 

na serraria já processada, restando apenas os seus vestígios, não sendo assim possível fazer a 

análise dos seus caracteres anatômicos. 

Devido a essas limitações, a utilização de um método científico que envolva a 

identificação genética de árvores facilitará a fiscalização de madeiras transportadas, visto que os 

seus benefícios são inúmeros, a começar pelo menor tempo de análise e maior controle de 

produtos oriundos de exploração ilegal no Brasil. Além disso, permitir que o consumidor tenha 

maior garantia da qualidade e procedência do produto madeireiro adquirido. 

O ―DNA Barcode”, técnica proposta por Paul Hebert em 2003, é um tipo de identificação 

taxonômica baseada na utilização de um pequeno fragmento padronizado de DNA, codificador de 

um gene, sendo essas sequências de DNA vistas como um ―código de barras‖ armazenados no 

interior das células. Essa técnica permite que a identificação do material botânico possa ser 

realizada por qualquer pessoa, sendo uma ferramenta utilizada tanto para complementar os 

estudos taxonômicos, como também um dispositivo inovador para os não especialistas que 

precisam fazer uma rápida identificação do material (HEBERT et al., 2003). 

Ideologicamente, o Barcode deve variar o suficiente para solucionar a identificação em 

nível taxonômico de espécie, pequeno o bastante para facilitar a manipulação e de baixo custo 

(DONG et al., 2015). Além disso, trata-se de uma técnica que pode superar as possíveis 
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limitações encontradas para identificar a madeira através das características anatômicas e 

fornecer informações eficazes com alta resolução (JIAO et al., 2015). 

De acordo com o CBOL (Consortium for the Barcoding of Life) Plant Working Group, 

resultados significativos foram obtidos pela combinação dos marcadores rbcL e matK, genes 

plastidiais utilizados com frequência na sistemática molecular vegetal e que foram selecionados 

como os mais promissores pelo CBOL Plant Working Group (2009). 

O gene rbcL codifica para a enzima ribulose 1,5-bisfosfato carboxilase, responsável por 

incorporar o gás carbônico (CO2) a uma molécula orgânica na fotossíntese e o gene matK 

codifica para a enzima maturase K, que codifica o RNA transportador para a lisina (trnK), ambos 

são genes de regiões conservadas e por isso são citados de forma satisfatória como genes Barcode  

(CHASE et al., 2005). 

Essas informações indicam que a técnica do DNA Barcode é promissora e pode ser grande 

aliada na fiscalização dos produtos madeireiros comercializados no Estado do Rio de Janeiro, 

além de agregar valor à certificação dos produtos. 

Nesse contexto, este estudo teve como objetivo estabelecer um protocolo de extração de 

DNA de madeiras secas; amplificar e sequenciar o DNA extraído; e identificar as sequências 

Barcodes para cada madeira testada visando a aplicação para a melhorar a qualidade da 

fiscalização e certificação florestal. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 Fiscalização e Certificação florestal 

 

Estimativas indicam que entre 43% e 80% da produção madeireira da região amazônica 

seja ilegal, proveniente de áreas desmatadas ou exploradas de forma predatória e insustentável. 

Cerca de 75% dessa produção é destinada ao mercado interno. Dessa forma, existe grande 

possibilidade de que boa parte das empresas que utilizam madeira da região amazônica esteja 

voluntária ou involuntariamente usufruindo de madeira de origem ilegal ou predatória (ZENID et 

al., 2009). 

Em resposta à exploração de florestas de forma desordenada surge no final dos anos 80 o 

conceito de Certificação Florestal, método utilizado para avaliar se uma floresta (florestas nativas 

ou plantações florestais) está sendo manejada de acordo com padrões ambientais, econômicos e 

sociais pré-estabelecidos. A certificação florestal está baseada em três pilares da sustentabilidade, 

que são: o ecologicamente correto, o socialmente justo e o economicamente viável. Este processo 

deve afirmar, de modo confiável e independente, a adequação especificada pelo órgão 

credenciador (SILVA, 2005). 

A certificação florestal é utilizada visando um controle da degradação ambiental e uma 

maior eficiência na cadeia de produção de produtos florestais, podendo ser solicitada por qualquer 

empresa ou pessoa que extraia, produza, industrialize ou consuma matéria prima ou produtos de 

origem florestal. A certificação florestal ainda oferece muitas vantagens para as empresas 

certificadas, como: um melhor acesso ao mercado altamente competitivo para produtos florestais 

madeireiros e não madeireiros; preços diferenciados; além dos produtos certificados apresentarem 

uma imagem melhor ao consumidor, dentre outros benefícios (CARNEIRO, 2007). 

Do ponto de vista ambiental, a certificação contribui para a conservação da biodiversidade 

e seus valores associados, como: manutenção dos recursos hídricos, dos solos, das paisagens, das 

funções ecológicas e a integridade das florestas, bem como a proteção das espécies ameaçadas ou 

em perigo de extinção e seus hábitats. Além de envolver auditoria das atividades das instituições 

florestais para verificar se as áreas estão sendo exploradas de acordo com os aspectos sociais, 

ambientais e econômicos, conforme descritos nos princípios e critérios do Forest Stewardship 

Council (FSC). Como a certificação é voluntária, a iniciativa tem que ser dos proprietários da 

floresta, que pode ser privada ou pública (SUITER FILHO, 2002). 

Há muitos tipos de sistemas de certificação florestal já difundidos no mundo. No Brasil os 

mais utilizados são o Forest Stewardship Council (FSC) e o Programa Brasileiro de Certificação 

Florestal (Cerflor). O Forest Stewardship Council (FSC) é uma organização não governamental 

independente e sem fins lucrativos com objetivo de desenvolver princípios e critérios do bom 

manejo florestal para a certificação, podendo também credenciar e monitorar organizações 

certificadoras independentes (FRANCO, 2013). 

Os órgãos credenciados pelo FSC podem emitir dois tipos de certificação, a certificação 

do manejo florestal, para certificar as operações do manejo florestal (IMAFLORA, 2002), e a 

certificação da cadeia de custódia, que certifica os produtos florestais (NARDELLI; TOMÉ, 2002). 

Segundo a ABNT NBR 14.790 (2014) a cadeia de custódia pode ser definida como ―o 

conjunto das sucessivas etapas de transformação ou comercialização de produtos florestais, desde 

as unidades de manejo florestal até o consumidor final, controlando em cada etapa o conteúdo da 

matéria prima oriunda de cada unidade de manejo florestal‖. Com isso, a certificação com base na 
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cadeia de custódia tem por finalidade assegurar que o produto florestal utilizado tenha sido 

originado de uma floresta certificada, obtendo informações quanto aos locais avaliados, os 

produtos e os processos que foram utilizados no beneficiamento destes produtos. 

A obtenção do selo FSC por uma empresa deve seguir os Princípios e Critérios (P&C) do 

FSC, que são os mesmos para o mundo inteiro, independentemente do tipo de floresta ou do país 

onde ela esteja localizada. Eles se referem ao desempenho da unidade florestal e no caso de 

florestas naturais, o manejo florestal baseado nos P&C do FSC procura ―imitar‖ a dinâmica natural 

da floresta, visando promover a regeneração natural da mesma (SPATHELF et al., 2004). 

Já o Programa Brasileiro de Certificação Florestal (Cerflor), lançado em 2002, é uma 

certificação brasileira que estimula o manejo florestal adequado no país, sendo coordenado pelo 

INMETRO. O Cerflor procura desenvolver e criar mecanismos para que pequenos e médios 

produtores florestais possam obter a certificação e difundir a certificação de cadeia de custódia. 

Desde 2005, o Cerflor é reconhecido internacionalmente pelo Programa de Endosso de Esquemas 

de Certificação Florestal (PEFC) (LUZ, 2010). 

O PEFC estabelece os mecanismos para o reconhecimento mútuo dos sistemas nacionais, 

enquanto a ISO 14001 (Sistema de Gestão Ambiental) está relacionada ao cumprimento de 

normas de gestão ambiental do processo produtivo, evitando duplicidade de trabalhos e custos 

relacionados com a certificação do manejo de florestas, eliminando barreiras técnicas ao 

comércio, permitindo o acesso dos produtos oriundos de florestas certificadas aos mercados 

externos e conferindo credibilidade pública ao sistema (SBS, 2006). 

Para auxiliar na fiscalização das madeiras extraídas das florestas brasileiras, o Ministério 

do Meio Ambiente criou um documento eletrônico intitulado Documento de Origem Florestal 

(DOF), uma licença obrigatória para o transporte e armazenamento de produtos e subprodutos 

florestais de origem nativa, contendo as informações sobre a procedência desses produtos 

(MINISTÉRIO DO MEIO AMBIENTE, 2006). 

O controle do transporte da madeira é uma medida necessária e urgente, porém não deve 

ser a única. Para evitar o desmatamento ilegal o governo deve investir em alternativas, uma delas 

está relacionada aos processos de certificação florestal (POLITI, 2006). 

O Brasil conta com empresas certificadoras que possuem grande importância para o setor 

florestal na economia brasileira, sendo assim, a fiscalização por meio do processo de certificação 

atua diretamente no PIB nacional. O setor florestal contribui com uma parcela importante para a 

economia brasileira, gerando produtos para consumo direto ou para exportação, impostos e 

empregos para a população e, ainda, atuando na conservação e preservação dos recursos naturais. 

De acordo com a classificação do Programa Nacional de Florestas (PNF) do Ministério do Meio 

Ambiente, oito cadeias produtivas exploram o patrimônio florestal: chapas e compensados, óleos e 

resinas; fármacos; cosméticos; alimentos; carvão, lenha e energia; papel e celulose; madeira e 

móveis (REMADE, 2008). 

 

2.2 Formação Genética da Madeira 

A madeira é um material heterogêneo, constituído por células cujas formas e tamanhos 

variam de acordo com a espécie, e que pode ser agrupado em duas categorias distintas: coníferas 

e folhosas. A parede de cada célula é formada pelas seguintes camadas: lamela média, parede 

primária (P), parede secundária externa (S1), parede secundária média (S2) e parede secundária 
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interna (S3). A integridade estrutural destes tecidos é atribuída à lamela média, uma camada que 

mantém as células adjacentes unidas entre si (ROWELL et al., 2012) 

O processo de formação da madeira (Figura 1), também conhecido como xilogênese, é 

resultante do desenvolvimento do xilema secundário que ocorre através de cinco etapas: divisão 

celular, alongamento, biossíntese da parede celular (envolvendo a deposição de celulose e 

hemicelulose), lignificação e morte celular programada (CHAFFEY, 1999). 

A presença de vários tipos de células e tecidos vasculares é compatível com a diversidade 

de genes associados nesse processo e que respondem aos sinais ambientais e de desenvolvimento 

da planta. A descoberta desses genes torna possível o conhecimento das fases de diferenciação 

das células xilemáticas (PLOMION et al., 2001; PEREIRA et al., 2003). 

Em termos de composição química, a madeira é constituída por quatro principais 

compostos na parede celular secundária: polissacarídeos (celulose e hemiceluloses), ligninas, 

proteínas da parede celular e outros compostos menos solúveis (estilbenos, flavonóides, taninos e 

terpenos) e insolúveis (pectinas e outras proteínas da parede celular) em solvente neutro 

(HIGUCHI, 1997). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Diferentes estágios do processo de formação de madeira e os respectivos fatores 

envolvidos (adaptado de YE; ZHONG, 2015) 
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A celulose (Figura 2) é o componente mais abundante da madeira, compondo de 30% a 

50% do seu peso seco, é um homopolissacarídeo linear constituído unicamente por moléculas de 

glicose unidas entre si por ligações glicosídicas do tipo β (1→4), que resultam em cadeias 

lineares. A celulose é produzida na forma de microfibrilas, semi-cristalina e cada microfibrila 

consiste de cerca de 36 cadeias lineares de resíduos de glicose interligados na conformação β 

(1→4), cuja organização determina as propriedades mecânicas da célula e promove o suporte e 

resistência à parede celular. A quantidade de celulose é diferenciada entre a parede primária e a 

secundária, sendo, respectivamente de 10 a 40% e de 40 a 60% (DELMER, 1999) 

A biossíntese da celulose, de ocorrência na membrana plasmática, começou a ser 

elucidada com Arabidopsis através de um estudo dos genes que codificam a subunidade catalítica 

do complexo Sintase da Celulose (CS). Entre os 10 genes CS identificados no genoma de 

Arabidopsis, acredita-se que AtCSA8, AtCSA7 e AtCSA4 estejam relacionados com a biossíntese 

da celulose na parede secundária (SUZUKI et al., 2006). 

 

 

Figura 2. Estrutura parcial de uma molécula de celulose (ROWELL et al., 2012) 

 

A hemicelulose (Figura 3), um polissacarídeo heterogêneo, é o segundo composto mais 

abundante na madeira, estando associada às microfibrilas de celulose para formar uma matriz na 

parede celular vegetal. A biossíntese desse polímero é resultante da atuação dos genes da celulose 

sintase e ocorre no Complexo de Golgi em duas etapas: a síntese da cadeia central, que se dá pela 

atividade da enzima formadora de polissacarídeo; e a adição de resíduos laterais à cadeia por 

reações catalisadas por uma variedade de glicosil-transferases (LEROUXEL et al., 2006). 

 

 
Figura 3. Estrutura molecular de hemicelulose (ROWELL et al., 2012) 

 

 

O terceiro composto mais abundante da madeira é a lignina correspondendo cerca de 25 a 

35% da composição. É um polímero amorfo, complexo, derivado de três alcoóis hidroxinamílico 

(monolignóis): hidroxicinamílico p-caumárico, coniferílico e sinapílico, denominados de 

subunidades Hidroxifenil (H), Guaiacil (G) e Sinapil (S), respectivamente, e diferem apenas no 

seu grau de metoxilação. A biossíntese da lignina inicia-se pelo metabolismo do ácido 

chiquímico, seguido da via do aminoácido aromático L-fenilalanina. A fenilalanina amonialiase 
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(PAL) é a enzima que regula o metabolismo fenólico nas células vegetais, transformando o 

aminoácido L-fenilalanina em ácido trans-cinâmico, o qual é hidroxilado para ácido p-cumárico 

que produz os três principais componentes da lignina: p-cumarílico, coniferílico e sinapílico 

(BRAGATTO, 2007). 

O último passo da biossíntese dos monolignóis é a desidrogenação do p-cumaraldeído, 

sinapaldeído e coniferaldeído a seus respectivos alcoóis, sendo uma reação catalisada pela enzima 

Cinamil Álcool Desidrogenase (CAD), codificada pelo gene CAD na rota dos fenilpropanóides 

(Figura 4) (BUCHANAN et al., 2000). 

O primeiro passo da rota dos fenilpropanóides é catalisado pela enzima fenilalanina 

amônia-liase (PAL), codificada pela família gênica PAL, imprescindível na interface entre o 

metabolismo primário e secundário vegetal (BUCHANAN et al., 2000). O número de genes que 

codificam para a PAL pode variar de 1 a 5 na maioria das plantas estudadas (VASCONCELOS, 

2012). Por exemplo, em Phaseolus vulgaris, o gene PAL1 estava expresso em raízes, folhas e 

brotos, PAL2, em raízes, folhas e pétalas, e PAL3 apenas expresso em raízes; a expressão dos 

genes PAL aumentava à medida que ocorriam lesões na planta, no entanto, PAL1 e PAL3 eram 

induzidos por infecção fúngica (LIANG et al., 1989). Em Populus, uma isoforma de PAL está 

envolvida com a formação de taninos condensados, enquanto que outra está associada à produção 

de lignina (KAO et al., 2002). 
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Figura 4. Caminho proposto para a biossíntese dos precursores da lignina (BOERJAN et al., 

2003) 
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2.3 Técnicas de Identificação da Madeira 

 

A madeira é um recurso natural renovável que apresenta vantagens ao ser comparada com 

outros materiais utilizados na indústria (BENITES et al., 2015). Inicialmente, cada autor 

interpretava a sua maneira cada caractere anatômico. Para solucionar esse problema e padronizar 

a linguagem entre os anatomistas, em 1931 foi criada a Associação Internacional de Anatomistas 

da Madeira ―International Association of Wood Anatomists – IAWA‖ (ARAUJO; MATTOS 

FILHO, 1980). 
Conhecer a estrutura anatômica da madeira é de fundamental importância para a sua 

qualificação visando a grande variedade de usos, evitando-se emprego inadequado e desperdício. 

O conhecimento das possíveis aplicações tecnológicas das espécies nativas pode servir de 

estímulo para sua conservação (BENITES et al., 2015). 

Os métodos de identificação da madeira baseiam-se em análise das propriedades 

organolépticas, tais como, cor, cheiro, gosto, grã, textura, brilho, desenho, massa específica e 

dureza (COSTA, 2004) e das características macroscópicas e microscópicas desse material, sendo 

esta última restrita a pessoas com habilidade em microscópicos e com experiência considerável 

em anatomia da madeira (RUFFINATTO et al., 2015). 

Na macroscopia são analisados os três planos de corte presentes na madeira: transversal 

(perpendicular ao eixo da árvore), radial (paralelo aos raios) e tangencial (perpendicular aos 

raios), sendo estas características observadas a olho nú ou com lupas (BURGER; RICHTER, 

1991). O plano transversal é o que apresenta maior detalhe sobre o tipo e distribuição de vasos e 

parênquima, incluindo as características dos anéis de crescimento. Dessa forma, a observação 

macroscópica é o primeiro passo para a identificação da madeira (KOCH et al., 2015). 

Dentre os elementos estruturais da madeira a serem observados para a sua caracterização 

macroscópica, o tecido parenquimático é de suma importância. O parênquima é um tecido que 

armazena água e substâncias de reserva e pode ser classificado em dois tipos: axial e radial. O 

axial ainda subdivide-se em paratraqueal, associado aos vasos, e apotraqueal, quando não está 

associado aos vasos, ambos observados no plano transversal (Figura 5). Enquanto o parênquima 

radial consiste de faixas horizontais dispostas radialmente no tronco e exibem riquezas de 

detalhes quando observados nos planos de corte longitudinais radiais e tangenciais 

(CARLQUIST, 2001). 

No que tange à análise microscópica da madeira, são observadas as características dos 

vasos, parênquimas e fibras de forma individual, além de oferecer informações sobre inclusões de 

substâncias nesses tecidos consideradas também como impressões digitais (fingerprint) da 

madeira (WHEELER, 2011). 
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Figura 5. Ilustração dos planos de corte da madeira (Fonte: o autor) 

 

 

Uma outra forma, recentemente citada, para  classificar a madeira é a espectroscopia no 

infravermelho próximo (Near Infrared Spectroscopy – NIR). A técnica NIR é a medição da 

intensidade da absorção e emissão na faixa entre 380-780 nm e 2500 – 25000nm, logo, 

compostos orgânicos que consistem de vários grupos funcionais apresentam vibrações 

moleculares observadas no infravermelho. A espectroscopia NIR é um método rápido e preciso 

de análises que não precisa de reagentes químicos e a preparação da amostra é simples 

(TSUCHIKAWA; KOBORI, 2015). 

De acordo com Espinoza et al. (2012) a espectroscopia NIR pode ser utilizada como uma 

ferramenta efetiva para distinguir espécies de pinus, além de permitir diferenciar os híbridos 

dessa espécie. 

Ainda que a espectroscopia NIR seja uma técnica não destrutiva, sem necessidade de 

tratamento da amostra, rápida para a obtenção dos resultados, uma das maiores dificuldades está 

relacionada à observação da informação obtida em função da grande quantidade de dados. Há que 

se considerar que o espectro obtido sofre uma variação em consequência do plano de corte da 

madeira em relação ao feixe incidente de radiação infravermelha, distorção esta causada pela 

característica anisotrópica da madeira, além das falhas na leitura (OLIVEIRA et al., 2015). 

A espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear (RMN) também pode ser citada 

como uma ferramenta de identificação de madeiras, uma vez que essa técnica é capaz de fornecer 

o perfil carbônico molecular de uma espécie, o qual dificilmente se repete integralmente em 

Transversal 

     Radial 

 Tangencial 
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outras madeiras, permitindo identificar estruturas moleculares de várias substâncias presentes na 

madeira (SOUZA et al., 2008). 

 
 

 

2.4 DNA Barcode – O Código de Barras da Vida 

 

O Brasil é considerado um país biodiverso e isso inclui as inúmeras espécies vegetais 

produtoras de madeira. A identificação taxonômica desse material requer profissionais 

qualificados e demanda tempo. Além disso, a técnica de classificação de espécies apresenta 

limitações significativas. Primeiro, tanto a plasticidade fenotípica quanto a variabilidade genética 

dos caracteres utilizados para o reconhecimento de espécies podem acarretar em identificações 

duvidosas. Segundo, as chaves morfológicas muito utilizadas na identificação taxonômica são 

eficientes apenas para uma fase da vida da espécie em questão e apesar de existirem modelos de 

chaves mais modernos, o uso destas, muitas vezes, requer um nível tão elevado de conhecimento 

acerca do assunto, que são comuns erros de diagnóstico (HEBERT et al., 2003). 

Essas limitações inerentes à taxonomia levam a uma nova abordagem para a identificação 

de espécies através de um sistema de análise de um pequeno segmento do genoma. De uma forma 

geral, um pequeno segmento do DNA da espécie de interesse é visto no formato de código de 

barras, conhecido como ―DNA Barcode” (HEBERT et al., 2003). Contudo, para que o Barcode 

seja satisfatório, a região do gene selecionado deve atender três critérios: (i) conter suficiente 

variabilidade entre as espécies; (ii) ser curto o suficiente para ser sequenciado em uma única 

reação; e (iii) conter regiões conservadas para o desenvolvimento de primers universais 

(RIBEIRO et al., 2013). 

A ideia é semelhante ao código de barras universal de produtos utilizados no comércio, 

sendo que um código de barras genômico apresenta apenas um dos quatro nucleotídeos (adenina, 

citosina, guanina e timina) em cada posição. Como exemplo, ao combinar apenas 15 dessas 

posições de nucleotídeos seria possível criar um bilhão de códigos únicos, número muito maior 

que o de espécies conhecidas que é de cerca de 15 milhões. A utilização desta técnica permite que 

cada táxon seja identificado por apresentar uma sequência única de DNA Barcode (HEBERT et 

al., 2003). 

A técnica do DNA Barcode (Figura 6) está aliada à bioinformática, um dos ramos da 

Biotecnologia com atuação no desenvolvimento e aplicação de ferramentas da tecnologia da 

informação para permitir a organização, gestão, análise e interpretação de dados em suporte ao 

tratamento de questões biológicas relevantes (NODA, 2010). 

Um fator, às vezes, ignorado é que o objetivo principal do DNA Barcode não é construir 

árvores filogenéticas, mas sim fornecer identificações rápidas e precisas de organismos não 

identificados, cujos códigos de barras de DNA já foram registrados em uma biblioteca. 

Ideologicamente, um código de barras deve permitir a identificação da espécie inequívoca por ter 

variação de sequência suficiente entre espécies e baixa variação intraespecífica (KRESS; 

ERICKSON, 2007). 

O DNA Barcode tem sido produzido através de uma região genômica padrão conhecida 

como gene mitocondrial COX1 (codifica para uma subunidade de citocromo oxidase) para 

animais, fungos e alguns grupos de algas. Porém, para plantas, o gene mitocondrial vegetal é 

invariável, sendo inadequado para utilizá-lo na forma de código de barras (CHASE et al, 2005). 
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Figura 6. Representação esquemática da técnica do DNA Barcode 

 

2.5 Extração de DNA de madeira 

 

O DNA (ácido desoxirribonucleico) é a estrutura que armazena a informação genética que 

coordena todas as funções a serem desempenhadas pelos organismos, logo a sua extração tem 

como propósito a obtenção de material gênico de qualidade para futuras investigações. As 

finalidades podem ser as mais variáveis como a amplificação por PCR (Polymerase Chain 

Reaction – Reação em Cadeia de Polimerase), sequenciamento e conhecimento de genes 

envolvidos em diversas funções, sendo possível estudá-los mesmo quando o DNA é extraído em 

pequenas quantidades (ALBERTS et al., 2002). 

Existem diversos protocolos de extração, mas a maioria deles apresenta como etapas 

iniciais a lise das células vegetais por meio do tratamento com detergente e posterior separação e 

precipitação do DNA. Existe uma variedade de reagentes utilizados nessa etapa de extração, na 

tabela abaixo (Tabela 1) foram descritas as principais funções dos reagentes comumente 

utilizados na extração de DNA de material vegetal (ROMANO; BRASILEIRO, 1998). 
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Tabela 1. Principais compostos na extração de DNA e suas respectivas funções (ROMANO; 

BRASILEIRO, 1998; OLIVEIRA et al., 2007) 

Material utilizado Função 
Nitrogênio líquido e quebra mecânica Romper parede celular 

Detergente CTAB (brometo de 

cetiltrimetilamônio) ou SDS (dodecil sulfato de 

sódio) 

Romper membrana celular 

EDTA (ácido etilenodiamino tetra-acético  = 

agente quelante) e soluções com pH= 8 

Evitar ação de DNAses que degradam o DNA e 

o pH 8 ou acima permite que o DNA fique na 

fase aquosa. Em faixas de pH abaixo de 8 o 

DNA desloca para a interface entre fase aquosa 

e fase orgânica. O pH abaixo de 7 promove a 

desnaturação do DNA e este migra para a fase 

orgânica 
Tris-HCl Solução tampão para manter pH constante 

Fenol e clorofórmio Separar DNA de proteínas 

Agentes antioxidantes (PVP – 

polivinilpirrolidona ou β-mercaptoetanol) 

Proteger o DNA de compostos fenólicos que o 

oxidam 

CTAB ou CsCl (cloreto de césio) Separar DNA de polissacarídeos que interferem 

na migração do DNA em corridas de 

eletroforese 

Álcool isoamílico Adicionado junto com o clorofórmio para evitar 

formação de espuma, permitindo a melhor 

separação da fase aquosa e da fase orgânica 

RNAse Remoção de RNA 

Etanol absoluto Concentra o DNA e ajuda na remoção de 

resíduos de fenol e clorofórmio na amostra 

Etanol 70% Remover resíduos de sais 

Cloreto de sódio, acetato de sódio e acetato de 

amônio 
Ajudam na precipitação de DNA 

Isopropanol Precipita o DNA, pois o DNA é insolúvel em 

álcool e se torna menos denso do que a solução 

aquosa obtida 

 

A tabela 1 mostra os principais reagentes para extração de DNA de plantas, mas no que 

diz respeito ao isolamento de DNA de madeiras, alguns ajustes são necessários no protocolo de 

extração visto que a madeira apresenta composição química bem diferente da composição de 

folhas, as quais são comumente utilizadas em experimentos de análises moleculares com vegetal. 

A extração de madeira seca se torna mais problemática porque com a morte do organismo surgem 

de forma marcante os processos hidrolíticos e oxidativos que causam fragmentação e 

modificação do DNA. O aumento da degradação já pode ser observado com a idade da espécie, 

mas, apesar disso, pequenos fragmentos de DNA ainda apresentam informação que podem 

confirmar a identificação da madeira e permitir entender o seu processo de formação (JIAO et al., 

2015). 

Ainda que a extração de DNA do alburno seja citada na literatura como melhor que a do 

cerne, esta última se faz necessária porque a maior parte da madeira comercializada é 

compreendida de cerne (LIRA et al., 2009). A tabela 2 evidencia alguns trabalhos que realizaram 

a extração de DNA de madeira por diferentes métodos. 
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A madeira é um material rico em polissacarídeos, proteínas, lignina, taninos, pigmentos e 

todos esses compostos podem tornar o DNA viscoso, dificultando a sua corrida no gel de 

eletroforese. Essa dificuldade aumenta quando se trata de madeiras de espécies tropicais, as quais 

apresentam metabólitos secundários em abundância. Além disso, a contaminação por 

polissacarídeos e compostos fenólicos pode inibir a ação da DNA polimerase (Taqpolimerase), 

enzima específica que atua no processo de amplificação in vitro; e reduzir o grau de pureza do 

DNA extraído. Sendo assim, a média de concentração de DNA extraído da madeira está em torno 

de 50 ng/µL. Logo, se faz necessário um aumento na quantidade de madeira a ser extraída na 

tentativa de aumentar a quantidade de DNA. No entanto, muitas das vezes não é possível 

visualizar o DNA na corrida em gel de agarose devido ao nível de degradação do DNA, fato este 

possivelmente corrigido na etapa de amplificação por PCR (reação em cadeia de polimerase 

―Polymerase Chain Reaction” - PCR) (COLEY; BARONE, 1996; SWETHA et al., 2014). 

De acordo com Rachmayanti (2009), as principais barreiras da extração de DNA podem 

estar relacionadas a problemas físicos, químicos, biológicos e fisiológicos. Os físicos constituem 

os tratamentos mecânicos aplicados para romper o tecido duro da madeira, como o 

superaquecimento que pode causar a degradação irreversível do DNA. Os químicos estão 

relacionados aos agentes e substâncias da madeira, que podem inibir a extração de DNA ou 

resultar em um DNA de baixa qualidade, não sendo adequado para a amplificação por PCR. Os 

biológicos são referentes à decomposição da madeira por fungos e microrganismos, devido a 

longos períodos de armazenamento, podendo resultar na degradação do DNA. E os fisiológicos 

estão relacionados à idade da árvore, pois a degradação do DNA irá ocorrer após a morte de uma 

célula vegetal. 
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Tabela 2. Relação entre os protocolos utilizados e a concentração de DNA extraído de madeira 

Espécie Material Método DNA 
Con. 

DNA 

Tris 

HCl 
EDTA NaCl CTAB PVP β mercaptoetanol Proteinase K SDS Autor 

Populus 

euphratica 

Madeira 

seca (30 

anos) 

Kit Dneasy 

Plant Mini 

Qiagen 

Boa 

quantidade de 

DNA 

15.09 

ng/mg 
- - - - - - - - 

Jiao et. al., 

2015 

Cunningha

mia 

lanceolata 

Alburno 

(madeira 

fresca) 

Kit Dneasy 

Plant Mini 

Qiagen 

Boa 

quantidade e 

qualidade de 

DNA 

107,02 

ng/mg 
- - - - - - - - 

Zhang et al., 

2015 

Cunningha

mia 

lanceolata 

Cerne 

(madeira 

fresca) 

Kit Dneasy 

Plant Mini 

Qiagen 

Quantidade e 

qualidade de 

DNA inferior à 

obtida do 

alburno 

13,83 

ng/mg 
- - - - - - - - 

Zhang et al., 

2015 

Cinnamomu

m spp. 
Casca CTAB 

Boa qualidade 

e quantidade 

5 – 8.1 

µg/g 

100m

M 
20mM 3mM 5% 1% 0.3% - - 

Swetha et. al., 

2014 

Aquilaria 

sinensis 

(Lour.) Gilg 

Madeira 

(alburno) 

fresca 

Kit Dneasy 

Plant Mini 

Qiagen 

Boa 

quantidade de 

DNA 

8.01 

ng/mg 
- - - - - - - - 

Jiao et. al., 

2013 

 

 Pinus 

roxburghii 
Alburno CTAB 

Qualidade de 

DNA adequada 

para análises 

RAPD, ISSR e 

SSR* 

19,66 

ug/100

mg 

tecido 

100m

M 
20mM 1,4mM 3% 1% 0,2% - - 

Rawat et al., 

2013 

Dalbergia 

odorifera 
Alburno 

PTB 

(Brometo 

de N-

fenacila 

tiazólio) 

após 

purificação 

 

Boa 

quantidade e 

qualidade de 

DNA 

62,94 

ng/uL 
- - - - - - - - Yu et al., 2013 
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Espécie Material Método DNA 
Con. 

DNA 

Tris 

HCl 
EDTA NaCl CTAB PVP β mercaptoetanol Proteinase K SDS Autor 

Dalbergia 

odorifera 
Cerne 

PTB 

(Brometo 

de N-

fenacila 

tiazólio) 

após 

purificação 

Boa qualidade 
18,80 

ng/uL 
- - - - - - - - Yu et al., 2013 

Populus 

tremula 

Madeira 

seca 
SDS 

Boa qualidade 

e quantidade 

219 

ng/uL

  

200m

M 
25mM 250mM - - - - 0,5% 

Verbylaité et 

al., 2010 

Espécies 

Amazônicas 

– região da 

Floresta 

Tropical da 

Guiana 

Francesa 

Câmbio 

BioSprint 

15 DNA 

Plant Kit 

Qiagen 

Boa qualidade 

e quantidade 

Não 

citado 
- - - 

CTAB 

1%PVP 
- - - - 

Gonzalez et 

al., 2009 

Bowdichia 

virgilioides 
Casca seca 

CTAB / 

SDS 

Qualidade 

satisfatória e 

elevada 

quantidade de 

DNA 

1802,9 

ng/uL 

100m

M 
20mM 1.4mM 2% 2% 2% 35uL 35 uL 

Novaes et. al., 

2009 

Caesalpinia 

pluviosa 
Casca seca 

CTAB / 

SDS 

Qualidade 

satisfatória e 

elevada 

quantidade de 

DNA 

1209,1 

ng/uL 

100m

M 
20mM 1.4mM 2% 2% 2% 35uL 35 uL 

Novaes et. al., 

2009 

Dalbergia 

nigra 
Casca seca 

CTAB / 

SDS 

Qualidade 

satisfatória e 

elevada 

quantidade de 

DNA 

707,8 

ng/uL 

100m

M 
20mM 1.4mM 2% 2% 2% 35uL 35 uL 

Novaes et. al., 

2009 
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Espécie Material Método DNA 
Con. 

DNA 

Tris 

HCl 
EDTA NaCl CTAB PVP β mercaptoetanol Proteinase K SDS Autor 

Melanoxylo

n brauna 
Casca seca 

CTAB / 

SDS 

Qualidade 

satisfatória e 

elevada 

quantidade de 

DNA 

742,0 

ng/uL 

100m

M 
20mM 1.4mM 2% 2% 2% 35uL 35 uL 

Novaes et. al., 

2009 

Senna 

multijuga 
Casca seca 

CTAB / 

SDS 

Qualidade 

satisfatória e 

elevada 

quantidade de 

DNA 

1037,3 

ng/uL 

100m

M 
20mM 1.4mM 2% 2% 2% 35uL 35 uL 

Novaes et. al., 

2009 

Manilkara 

huberi 

Câmbio 

vascular 

CTAB 

(Doyle; 

Doyle, 

1987) 

Quantidade e 

qualidade 

satisfatórias 

para 

amplificação 

Não 

citado 
- - - - - - - - 

Azevedo et al., 

2008 

Gonystylus 

bancanus 

Madeira 

processada 
CTAB 

Baixa 

qualidade e 

baixa 

quantidade 

< 15 

ng/µL 

100m

M 
20mM 1.4mM 3% 1% 0.2% - - 

Asif ; Cannon, 

2005 

Pinus nigra Casca CTAB 
Boa qualidade 

e quantidade 

10 - 35 

ug/g 

100m

M 
20mM 1.5mM 2% 2% 2% - - 

Cheng et. al., 

1997 

Platanus 

occidentale 
Casca CTAB 

Boa qualidade 

e quantidade 

10 - 35 

ug/g 

100m

M 
20mM 1.5mM 2% 2% 2% - - 

Cheng et. al., 

1997 

* Marcadores moleculares 
RAPD - Random Amplified Polymorphic DNA 
ISSR – Inter Simple Sequence Repeat     

SSR – Simple Sequence Repeat 
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Um dos ajustes de protocolo de extração de DNA de madeira comumente citado é a 

inclusão de PVP (polivinilpirrolidona), para evitar processo oxidativo por polifenóis da madeira, 

que pode ter uma variação em sua concentração dependendo da espécie, ao tampão de extração e 

o aumento no tempo de incubação para permitir a completa dissolução do DNA no tampão. 

Como exemplo, pode ser citada extração de DNA de madeiras de espécies tropicais da Índia com 

2% de PVP no tampão CTAB e incubação a 55ºC por 10 h (NITHANIYAL et al., 2014). 

Outra opção é a utilização de kits de extração de DNA para maior purificação da amostra, 

a qual tem por finalidade permitir melhores resultados no processo de amplificação e a sua 

principal atuação é a desnaturação de proteínas. Para isolar DNA de madeira de 

Dipterocarpaceae, o uso do kit DNeasy Plant Mini Kit e do Mag Attract 96 DNA Plant Core Kit 

mostraram-se eficientes, permitindo obter cerca de 2,2 µg a partir de 50-100 mg de madeira seca 

(RACHMAYANTI  et al., 2006). 

 

2.6 Amplificação de DNA 

 

A amplificação é a técnica realizada através de reação em cadeia de polimerase 

(Polymerase Chain Reaction - PCR), a qual permite amplificar in vitro regiões específicas do 

genoma de qualquer organismo. A PCR permite amplificar sequencias de DNA presentes em 

misturas complexas, possibilitando vários estudos genômicos, como o desenvolvimento de 

métodos de diagnósticos altamente sensíveis e específicos, obtenção de grandes quantidades de 

DNA para sequenciamento e análises sobre a diversidade genética de populações, entre outros. 

Contudo, mesmo com a eficiência da PCR, existe a necessidade de ajustar protocolos desde a 

etapa de obtenção do ácido nucleico até a reação de amplificação. Em síntese, para realizar a 

reação de PCR é preciso (OLIVEIRA et al., 2007): 

 Um DNA molde; 

 Um par de iniciadores (primers) complementares as cadeias opostas flanqueando a 

sequência de DNA a qual se quer amplificar; 

 A enzima DNA polimerase, resistente à alta temperatura, que duplica a sequência em 

questão; 

 Os desoxiribonucleotídeos precursores, e 

 Mg
+2

, cofator enzimático. 

 

O par de iniciadores, através do seu pareamento específico com determinada região do 

DNA, permite a determinação do local específico de amplificação do fragmento desejado. 

Enquanto a enzima DNA polimerase é responsável por adicionar os nucleotídeos, permitindo a 

replicação do fragmento de DNA. Como ocorrem vários ciclos de replicação, ao final tem-se um 

aumento exponencial do fragmento desejado, sendo possível gerar bilhões de cópias da sequencia 

inicial. Ao aumentar a temperatura para a desnaturação da molécula, sintetizada no ciclo anterior, 

esta funciona como molde de replicação. As enzimas envolvidas no processo de amplificação são 

isoladas de bactérias ou arqueas que vivem em locais de temperaturas extremas, como, por 

exemplo, a Taqpolimerase, proveniente da bactéria Thermus aquaticus. Devido a essa 

característica, essas enzimas são capazes de suportar elevadas temperaturas requeridas no 

processo de amplificação do DNA sem desnaturar (MIR et al., 2004). 
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Asif e Cannon (2005) conseguiram amostras purificadas de DNA de madeira processada 

de Gonostylus bancanus utilizando o kit Pure PCR Template Preparation (Roche). Tani et al., 

(2003) obtiveram produtos de PCR a partir de DNA de madeira antiga de Cryptomeria japonica a 

partir de diluição de DNA em água em uma proporção de 1:20. Já para o material arqueológico 

de madeira de Populus euphratica, foram utilizados o kit High Pure PCR Template Preparation 

(Roche, Mannheim, Germany) e uma série de diluições de 1:5, 1:10, 1:20, 1:30 e 1:40. No 

entanto, os produtos da PCR não foram amplificados com sucesso e existem duas razões para esta 

observação: (i) os níveis de inibição após a purificação ainda continuaram elevados e (ii) nenhum 

fragmento de DNA permaneceu presente nos tecidos (JIAO et al., 2015), tais constatações 

indicam que o protocolo de extração para esta espécie, na condição em que foi trabalhada, seja 

melhorado para minimizar a contaminação externa (YANG et al., 1997). 

Diversos artigos têm abordado a importância da extração e amplificação do DNA de 

madeira para monitorar e controlar o comércio de madeira no contexto da fiscalização florestal 

(DEGUILLOUX et al., 2002). No entanto, existem duas barreiras quanto à amplificação e 

isolamento do DNA de madeira: (i) a presença de substâncias na madeira, tais como, compostos 

fenólicos, que podem inibir a amplificação por PCR (LEE; COOPER, 1995); (ii) a baixa 

quantidade e qualidade de DNA, por tratar-se da tentativa de amplificar o DNA de tecidos mortos 

(KWOK; HIGUCHI, 1989). Para solucionar essas barreiras, o DNA tem sido isolado de várias 

partes dos troncos, considerando o genoma nuclear, mitocondrial e plastidial. Alguns iniciadores 

têm sido citados na literatura, de acordo com a tabela 3. 

 

 

Tabela 3. Sequências Forward (F) e Reverse (R) de Inicadores para as isoformas de genes 

utilizados na amplificação de DNA de madeira 
Genes Sequência (5' - 3') Aplicação Madeira utilizada 

rbcL-1 

 

 

rbcL-2 

 

 

ITS 

 

 

rbcL-3 

 

 

 

rbcL-4 

 

 

rbcL-5 

F- ATCGTTTCTTATTTTGTG 

R- CTTTTGATCATTTCTTCG 

 

F - GTTGCTGGAGAAGAAAAT 

R- CTTGGATACCATGAGGTG 

 

 F-AACGACTCTCGGCAACGG 

 R- GAGGGTCTCTCAACCACC 

 

F – CGTTTCTTATTTTGTGCC 

R- TTCCCCTTCAAGTTTACC 

 

F- GGATTCACCGCAAACACT 

R - ATTACCCTCACGAGCAAG 

 

 

F -GGGTTATCCGCTAAGAAT 

R - CACGAGCAAGATCACGTC 

 

Verificar a 

viabilidade de 

extração de DNA 

de madeira 

arqueológica e 

identificá-la por 

DNA Barcode 

Populus euphratica 

(JIAO et al., 2015) 

rbcLa F-  ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC- 

R- GTAAAATCAAGTCCACCCRCG 

 

 

 

Diferenciar as 

espécies de canela 

por técnicas 

moleculares 

Cinnamomum spp 

(SWETHA et al., 2014) 

  

matK-1RKIM F -  ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC Monitoramento de Espécies TDEF* - 



 

- 20 - 

 

 

matK -3FKIM 

 

 

rbcLa 

 

 

rbcLajf634 

 

R- CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG 

 

 

F -  ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC 

 

 

R- GAAACGGTCTCTCCAACGCAT 

 

 

biodiversidade e da 

exploração ilegal 

Índia (NITHANIYAL 

et al., 2014) 

matK1RKim 

 

matK3FKim 

 

matK390 

 

matK1326r 

 

F-  ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC 

 

R- CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG 

 

F -CGATCTATTCATTCAATATTTC 

 

TCT AGC ACA CGA AAG TCG AAG T 

Identificação de 

espécies 

African Rainforest 

Trees (PARMENTIER 

et al., 2013) 

CY1 

 

CY3 

 

psbA3 

 

trnHf_05 

 F-  TACCGATTGAATGATCCGGTGAAG 

 

R- CGCCGTTACTAGGGGAATCCTTGT 

 

F- GTTATGCATGAACGTAATGCTC 

 

 R - CGCGCATGGTGGATTCACAATCC 

Fonte alternativa 

para obter DNA 

(para os casos em 

que não é possível 

obter a folha) 

Árvores de 

Leguminosas da 

Floresta Atlântica e 

Cerrado da América do 

Sul (NOVAES et al., 

2009) 

rpoC1 

 

 

 

rbcLa 

 

 

 

rpoB 

 

 

trnL 

F- GTGGATACACTTCTTGATAATGG 

R - TGAGAAAACATAAGTAAACGGGC 

 

 

F-  ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC- 

R- GTAAAATCAAGTCCACCCRCG 

 

 

F - AAGTGCATTGTTGGAACTGG 

R - GATCCCAGCATCACAATTCC 

 

F- CGAAATCGGTAGACGCTACG 

R - ATTTGAACTGGTGACACGAG 

Estudos de 

biodiversidade 

Espécies das famílias 

Lauraceae, Myrtaceae, 

Elaeocarpaceae, 

Sapotaceae da região 

amazônica 

(GONZALEZ et al., 

2009) 

TDEF – Tropical Dry Evergreen Forest 

rbcL , matK , psbA – trnH, trnL– genes de cloroplasto 

ITS – gene de região intergênica do DNA ribossomal 

CY1 = ITS F 

CY3 = ITS R 

rpoB - Gene que codifica a subunidade  β da RNA polimerase 

rpoC1 - Gene que codifica a subunidade β’ da RNA polimerase 

 

 

2.7 Genes Barcodes para Plantas: rbcL e matK 

 

Para a maioria das espécies animais, o gene que codifica a citocromo oxidade I (CO1) do 

DNA mitocondrial tem sido muito utilizado e com resultados satisfatórios (HEBERT et al., 
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2003), porém, para plantas a baixa taxa de substituição nucleotídica no genoma mitocondrial 

dificulta seu uso para o DNA Barcode (CBOL – Plant Working Group , 2009). 

Dessa forma, o CBOL – Plant Working Group (2009) sugeriu como alternativa para o 

Barcode de plantas, com base em avaliações de recuperação, qualidade da sequência e os níveis 

de discriminação de espécies, marcadores que compreendem regiões codificantes presentes no 

genoma do cloroplasto. 

O cloroplasto é uma organela citoplasmática constituída por apenas um cromossomo 

circular facilmente isolado (PALMER, 1987). O genoma do cloroplasto contém todos os genes 

que codificam para os RNA ribosomais (rRNA) e RNA transportadores (tRNA) para a síntese de 

proteínas fundamentais para o seu funcionamento (SHINOZAKI et al., 1986). 

O DNA de cloroplasto (cpDNA) apresenta herança unipariental e na maioria das 

angiospermas é transmitido apenas pelo gameta feminino (DEMESURE et al., 1995). Além disso, 

é altamente conservado em termos de tamanho, conteúdo, estrutura e ordem dos genes (JUDD et 

al., 2002), permitindo, dessa forma, que iniciadores específicos desse genoma sejam utilizados 

em quase todo o reino vegetal, facilitando a comparação entre os diferentes táxons (PINTO, 

2015). 

Dentre os marcadores cpDNA, o gene matK codifica a proteína maturase K e o gene rbcL 

codifica a subunidade maior da ribulose-1,5- bifosfato carboxilase/oxigenase. No entanto, a 

universalidade dos marcadores de código de barras é dificultada devido à variação morfológica / 

geográfica em espécies de plantas, sendo necessários testes com diferentes marcadores à medida 

que se trabalha com plantas de espécies e hábitos diversificados (ROY et al., 2010). 

O gene rbcL por ser codificante de uma proteína altamente conservada e por apresentar 

taxa de evolução lenta é o gene mais comum utilizado para fornecer dados filogenéticos, 

apresentando considerável resolução em níveis taxonômicos mais elevados, como família 

(PINTO, 2015), além de ter sido o primeiro gene das plantas a ser sequenciado (ZURAWSKI et 

al., 1981). As vantagens do gene rbcL são que ele pode ser facilmente amplificado e sequenciado 

na maioria das plantas terrestres e é considerado como um locus de referência em investigações 

filogenéticas, fornecendo um posicionamento confiável de um táxon numa família e / ou gênero 

da planta (KRESS; ERICKSON, 2007). 

O gene matK possui cerca de 1570 pb e codifica para a proteína maturase, que está 

envolvida no splicing de íntrons tipo-II de RNA transcritos (NEUHAUS; LINK, 1987). A região 

codificante de matK está geralmente localizada dentro de um íntron classe II, entre os éxons 5’ e 

3’ do gene que codifica o trnK (RNA transportador para lisina). A elevada taxa evolutiva 

característica do matK o tornou utilizável em reconstruções filogenéticas em altos níveis 

taxonômicos, como a ordem ou família, e às vezes em baixos níveis, como gênero ou espécie, 

tendo sido muito citado em pesquisas que envolvam DNA Barcode de plantas (YU et al., 2011). 

Para os estudos de Barcode o segmento utilizado de matK compreende aproximadamente 790 pb 

(STOECKLE et al., 2011). 

No estudo de identificação forense de Cannabis sativa, utilizando o gene rbcL como 

Barcode, foi observado que esse gene pode ser usado como marcador biogeográfico, sugerindo 

que se trata de uma assinatura genética para análise forense devido a ocorrência de polimorfismos 

SNP (Single Nucleotide Polymorphism) encontrados nesse gene (RIBEIRO et al., 2013). 

Para identificação de amostras de madeiras comercializadas de espécies da floresta 

tropical da Índia, o marcador rbcL foi amplificado com sucesso a partir de todas as amostras, 

enquanto o marcador matK foi amplificado apenas em 75,8% das amostras (NITHANIYAL et al., 

2014). 
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No estudo de identificação de madeiras arqueológicas de Populus euphratica, foi utilizado 

o marcador rbcL que apresentou uma identidade de 98% com as sequências de P. euphratica no 

GenBank  (JIAO et al., 2015). 

Todavia, o número de vegetais identificados pela técnica de DNA Barcode não engloba 

muitas das plantas tropicais encontradas no Brasil, tendo sido estudadas poucas plantas como as 

do genêro Compsoneura da família Myristicaceae (NEWMASTER et al., 2008) e das 

orquidáceas (LAHAYE et al., 2008). 

Devido ao ritmo acelerado de degradação no Brasil, a técnica do DNA Barcode pode ser 

uma ferramenta para a fiscalização florestal, pois mais da metade das espécies nativas podem 

enfrentar um risco de extinção devido à exploração ilegal de madeiras. O controle da exploração 

florestal ainda é significativamente frágil sendo uma concorrência desleal com a atividade 

sustentável (JUVENAL; MATOS, 2002). 

 

 

2.8 Plataformas de Sequenciamento para Tecidos de Origem Vegetal 

 

As plataformas de sequenciamento são tecnologias adotadas para promover o 

sequenciamento de DNA e são capazes de gerar informação sobre milhões de pares de bases em 

uma única corrida. A utilização de novas plataformas de sequenciamento para espécies vegetais 

ainda é considerada limitada, levando em consideração que os genomas nucleares vegetais são 

imensos e altamente repetitivos, resultando na incompatibilidade do tamanho das leituras 

produzidas com a montagem dos genomas. Dessa forma, para plantas, as plataformas mais 

utilizadas são de segunda geração de sequenciamento. As plataformas da Applied Biosystems, 

denominada SOLiD System e o HeliscopeTrue Single Molecule Sequencing (tSMS), da Helicos, 

possuem a capacidade de  gerar informação muitas vezes maior que o sequenciamento de Sanger, 

com uma grande economia de tempo e custo por base para o sequenciamento (CARVALHO; 

SILVA, 2010). 

Corroborando tal informação, pode ser aqui citada a plataforma Illumina, de segunda 

geração, recentemente utilizada no sequenciamento do genoma de Eucalyptus grandis 

(MYBURG et al., 2014). 

No entanto, muitos trabalhos têm sido conduzidos a partir de sequenciadores automáticos 

(VARUZZA, 2013). Na tabela 4 estão listadas algumas espécies de vegetais e a plataforma de 

sequenciamento utilizada. 
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Tabela 4. Plataformas de sequenciamento para genomas de plantas 

Espécie Plataforma de sequenciamento 

Genes envolvidos na formação de lenho de 

reação e compressão de Populus tomentosa 

Solexa (CHEN et al., 2015) 

Mapa genético de milho (Zea mays) Illumina (LU et al., 2015) 

Sequência genômica de algodão (Gossypium 

hirsutum) 

Illumina (LI et al., 2015) 

Identificação de espécies (DNA Barcode) de 

Senna sp e Casearia sp 

ABI 3500 (Applied Biosystems) 

(JANUARIO, 2014) 

DNA Barcode de coníferas de Wales ABI3730X (DE VERE et al., 2012) 

DNA Barcode de Gaultheria sp. PRISM BigDye Terminator 

Cycle Sequencing Ready Reaction Kit 

(Applied Biosystems) (REN et al., 2011) 

Sequenciamento convencional de cevada 

(Hordeum vulgare) 

454 (WICKER et al., 2006) 

 

3  MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Material 

 

As amostras de madeira utilizadas nesse experimento foram originadas do cerne e cedidas 

pelo Laboratório de Produtos Florestais (LPF do Serviço Florestal Brasileiro – Brasília) e pela 

serraria Nova Canaã (Rio Branco/ Acre), todas secas naturalmente. 

A tabela 5 apresenta a lista das espécies estudadas, as quais encontram-se entre as 

principais produtoras de madeiras comercializadas no Estado do Rio de Janeiro, segundo à 

Associação de Comércio e Indústria das Madeireiras do Estado do Rio de Janeiro (ACIMDERJ). 

As espécies listadas foram escolhidas em função da disponibilidade. 

 

Tabela 5. Espécies de madeiras estudadas 

Nome vulgar Nome científico Família Origem 

Amarelão Aspidosperma vargasii Apocynaceae Nova Canaã 

Araracanga Aspidosperma desmanthum Apocynaceae LPF 

Caju-açu Anacardium giganteum Anacardiaceae LPF 

Cedro Cedrela odorata Meliaceae Nova Canaã 

Cerejeira Amburana acreana Fabaceae Nova Canaã 

Cumaru Dypterix odorata Fabaceae Nova Canaã 

Peroba-mica Aspidosperma macrocarpon Apocynaceae LPF 

Piquiarana Caryocar glabrum Caryocaraceae LPF 

Roxinho Peltogyne confertiflora Fabaceae Nova Canaã 

Seru Allantoma lineata Lecythidaceae LPF 

 

As madeiras cedidas pela serraria Nova Canaã foram depositadas na Xiloteca do 

Laboratório de Anatomia da Madeira da UFRRJ com os respectivos códigos: Amarelão (7609), 

Cedro (7613), Cerejeira (7610), Cumaru (7612) e Roxinho (7611). 
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3.2 Caracterização Macroscopia e Microscopia da Madeira 

 

Para a análise da estrutura macroscópica da madeira foi utilizada lupa com objetiva 10x 

de aumento da marca DiagTech. Já para descrição da ultraestrutura microscópica, as madeiras 

foram amolecidas em água a 100 ºC por 30 min. e submetidas ao corte de 2 µm em micrótomo 

para posterior exame sob microscópio eletrônico de varredura (marca Hitachi, modelo Tabletop 

Microscope TM3000). 

 

3.3 Teste de Protocolos de Extração de DNA de Madeiras Secas 

 

As madeiras, já identificadas, foram separadas em lascas com auxílio de estilete e 

armazenadas a -80 ºC. Com o intuito de evitar contaminação cruzada entre as amostras, cada 

corte de madeira e extração de DNA foram conduzidos separadamente por espécie e todo  

material utilizado foi autoclavado antes e depois de cada corte / extração. Foram testados cinco 

protocolos de extração de DNA a partir de madeira seca (cerne) (Tabela 6), com seis repetições, 

conforme descrito a seguir: 

 

 Protocolo 1- adaptado de Doyle e Doyle (1990) 

Tampão de extração: 2% p/v de CTAB, 2,5% de PVP, 2M NaCl, 100 mM Tris-HCl (pH 

8,0), 25 mM EDTA (pH 8,0), 40 µL de β – Mercaptoetanol (2 µL/ µL de tampão). 

Foram macerados 200 mg de madeira em nitrogênio líquido com auxílio de gral e pistilo, 

ambos em porcelana. À amostra macerada foram adicionados 2 mL do tampão de extração, 

previamente aquecido a 65⁰ C. A solução resultante foi transferida para microtubos de 2 mL e, em 

seguida, adicionados 40 µL de β – Mercaptoetanol. As amostras foram aquecidas a 65 °C por 40 

min., com agitações (± 800 rpm) a cada 10 min. Após o aquecimento, o material foi resfriado em 

gelo por 5 min. e centrifugado por 10 min. a 11.000 rpm. A fase aquosa foi coletada e transferida 

para um novo tubo de 2 mL ao qual foram adicionados 600 µL de CIA ―clorofórmio:álcool 

isoamílico‖ (24:1) e em seguida levemente homogeneizado por 30 segundos. As amostras foram 

centrifugadas a 11.000 rpm por 10 min. e a fase aquosa transferida para um novo tubo de 1,5 mL, 

onde foram adicionados 4 µL de Rnase A (100 µg/mL). Posteriormente as amostras foram 

incubadas a 37 °C por 30 min. Finalizado esse tempo, 240 µL de álcool isopropílico gelado foram 

acrescentados às amostras. O material foi homogeneizado vagarosamente e incubado a -20 °C por 

2 h. Após esse tempo, as amostras foram centrifugadas a 11.000 rpm por 30 min. Em seguida o 

sobrenadante foi descartado, o precipitado foi lavado com 400 µL de etanol absoluto e foi 

realizada uma centrifugação a 11.000 rpm por 3 min. O etanol foi descartado e o precipitado foi 

seco por 5 min. a 30 °C em concentrador a vácuo (Concentrator Plus Eppendorf). O pellet foi 

ressuspendido em 20 µL de água MiliQ autoclavada e armazenado em freezer -80 °C. 

 

 Protocolo 2 - DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) 

  Foram macerados 100 mg de cada amostra de madeira, separadamente, em nitrogênio 

líquido com auxílio de gral e pistilo, ambos em porcelana. O DNA genômico foi extraído de 
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acordo com o Kit ―DNeasy Plant Mini Kit‖ (Qiagen) de acordo com as recomendações do 

fabricante. Após a extração, o DNA foi armazenado em freezer -80 ºC. 

  

 Protocolo 3 – adaptado de Swetha et al., (2014) 

 Tampão de extração: 100 mM Tris-HCl, 20 mM EDTA, 3M NaCl, 5% CTAB, 1% PVP, 3 

µL  de β – Mercaptoetanol (0,15% v/v). 

Foram macerados 200 mg de madeira seca em nitrogênio líquido com auxílio de gral e 

pistilo, ambos em porcelana e em seguida adicionados 2 mL do tampão de extração previamente 

aquecido a 65 °C. A solução formada foi transferida para microtubos de 2 mL e foram 

adicionados 3 µL de β – Mercaptoetanol (0,15% v/v). As amostras foram aquecidas a 65 °C, por 

2 h, com agitação constante de 200 rpm. Em seguida, as amostras foram submetidas a choque 

térmico (gelo a 5 °C) por 5 min. e um volume igual ao conteúdo do tubo foi adicionado de CIA 

―clorofórmio:álcool isoamílico‖ (24:1). A mistura foi homogeneizada lentamente e centrifugada a 

1.118 rpm por 15 min. a 4 °C. A fase aquosa foi coletada e transferida para um novo tubo de 2 

mL. À fase aquosa, foram adicionados 1/3 de volume de acetato de sódio 3 M (pH 5.2) e 2/3 de 

volume de CIA (24:1). A mistura foi homogeneizada lentamente e centrifugada a 1.118 rpm por 

15 min. a 4°C. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo e adicionado um volume igual de 

isopropanol gelado. Os tubos foram incubados a -80 °C (overnight) e o DNA precipitado por 

centrifugação a 4.472 rpm por 20 min. a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado 

com 400 µL de etanol 70%, seguido de centrifugação a 4.472 rpm por 10 min. a 4°C. O etanol foi 

descartado e o precipitado seco por 5 min. a 30 °C em concentrador a vácuo (Concentrator Plus 

Eppendorf). O precipitado foi ressuspendido em 20 µL de água ultra pura autoclavada e 

armazenado em freezer -80 °C. 

  

 Protocolo 4 – adaptado de Doyle e Doyle (1990) 

Tampão de extração: 2% p/v de CTAB, 2,5% p/v de PVP-40, 2M NaCl, 100mM Tris-HCl 

pH 8,0; 25mM EDTA pH 8,0, 2% (v/v) de β-mercaptoetanol. 

  Foram macerados 200 mg de madeira em gral e pistilo contendo nitrogênio líquido. O 

macerado foi transferido para microtubo de 2 mL e acrescentado 1,4 mL do tampão de extração. 

As amostras foram homogeneizadas por inversão a cada 10 min. e incubadas em banho-maria por 

40 min. a 65 °C. Após serem retiradas do banho-maria, as amostras foram resfriadas em gelo por 

5 min. e logo após, centrifugadas por 10 min. a 11000 rpm. A fase aquosa foi coletada e 

transferida para um novo tubo de 2 mL sobre o qual foram acrescentados 800 µL da mistura 

Clorofórmio: Álcool Isoamílico, 24:1 (v/v) com posterior homogeneização por inversão durante 

10 min. As amostras foram centrifugadas por 10 min. a 11000 rpm e o sobrenadante foi coletado 

e transferido para um novo tubo de 1,5 mL. Foram adicionados 600 µL de Álcool Isopropílico 

gelado, o material foi homogeneizado por inversão e incubado a -20 °C por 2 - 4 h. Ao final desse 

tempo, foi realizada uma centrifugação por 20 min. a 11000 rpm e o sobrenadante foi descartado. 

O precipitado foi lavado com 500 µL de etanol 70% gelado e posteriormente centrifugado por 5 

min. a 11000 rpm. O precipitado foi seco a vácuo por 5 min. a 30 ⁰C e o pellet foi ressuspendido 

em 50 µL de TE 1X contendo RNAse na concentração final de 40 ug/mL e armazenado em 

freezer -80 °C. 
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 Protocolo 5 – adaptado de Novaes et al. (2009) 

Tampão de extração: 2% CTAB, 1,4 M NaCl, 100 mM Tris-HCl, pH 8,0, EDTA 20 mM, 

pH 8,0, 2% de PVP, 2-mercaptoetanol (2% = 20 µL) e 35 µL de proteinase K (1 mg / mL). 

Amostras de 200 mg de madeira seca foram maceradas em nitrogênio líquido com auxílio 

de gral e pistilo até a formação de um pó fino, sobre o qual foi adicionado 1 mL do tampão de 

extração, sendo realizada uma homogeneização do material no tampão de extração. Logo após, 

foram adicionados 35 µL SDS 20% (w/v) e a mistura foi transferida para tubos de 2 mL que 

foram incubados a 60 °C por 60 min. com agitação ocasional. Após este tempo, os tubos foram 

resfriados em temperatura ambiente, e foram adicionados 600 µL de CIA (Clorofórmio: Álcool 

Isoamílico, 24:1) e o material foi homogeneizado por inversão suave durante 5 min. As amostras 

foram centrifugadas durante 15 min. a 18000 rpm. O sobrenadante foi transferido para novos 

tubos de 1,5 mL. A esses tubos foram adicionados 140 µL de CTAB a 10% (p/v) e 280 uL de 

NaCl 5 M para posterior inversão suave até a homogeneização. Foi realizada uma segunda adição 

de 140 uL de CTAB a 10% (p/v) e 280 uL de NaCl 5 M, para posterior adição de 1 volume de 

isopropanol gelado. O material foi incubado overnight a -20 °C. Após esse período, as amostras 

foram centrifugadas a 18000 rpm po 10 min a 4°C e o sobrenadante foi descartado. O pellet 

formado foi lavado 3 vezes com etanol 70% gelado e seco a 37 °C por 15 min. O pellet foi 

dissolvido em 30 µL de tampão TE 1X [10 mM Tris-HCl, pH 8,0, EDTA 1 mM, pH 8,0] 

contendo 10 µg/mL de RNAse A por 2 h a 37 °C. 

 

 

 

Tabela 6. Protocolos de extração de DNA e as respectivas concentrações de cada reagente 

utilizado 

Reagentes Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3 Protocolo 4 Protocolo 5 

CTAB 2%  5% 2% 2% 

PVP 2,5%  1% 2,5% 2% 

NaCl 2 M  3 M 2 M 1,4 M 

Tris – HCl 100 mM  100 mM 100 mM 100 mM 

EDTA 25 mM  20 mM 25 mM 20 mM 

β - 

mercaptoetanol 

2%  0,15% 2% 2% 

Proteinase K -  - - 1mg/mL 

SDS -  - - 20% 

 

 

3.4 Avaliação da Quantidade e Qualidade do DNA Isolado 

 

A quantidade do DNA foi determinada através da absorbância no comprimento de onda de 

260 nm em espectrofotômetro (NanoDrop 2000c Thermo Scientific), enquanto a qualidade do 

DNA foi obtida pelas razões A260/A280 e A230/A260 (RACHMAYANTI et al., 2006). No 

geral, a razão da pureza do DNA é em torno de 1,8 a 2,0 (SAMBROOK; RUSSELL, 2001). Para 

confirmar a qualidade do DNA extraído pelos diferentes protocolos, foi realizada eletroforese em 

gel de agarose 1% com Gel Red submetido à tensão de 100V por 30 min. Foram adicionados 5 

μL da amostra de DNA, 2 μL do tampão de amostra (azul de bromofenol) e 2 µL de Gel Red 

(Biotium). 
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Os valores de quantificação e de pureza, obtidos para cada protocolo, foram submetidos à 

análise de variância no programa Assistat versão 7.7 beta (2014) e foi realizado o teste Tukey 

para comparação de médias. 

 

 

3.5 Amplificação de DNA de Madeiras Secas por PCR 

 

Inicialmente, foi realizado um teste de amplificação com primers (Tabela 7) segundo a 

metodologia de Swetha et al. (2014) e Nithaniyal et al. (2014) para amplificação de DNA 

extraído de madeira de diferentes espécies. 

 

 

 

Tabela 7. Sequências Forward (F) e Reverse (R) para a amplificação dos genes matK e rbcL por 

PCR para madeiras 
Mix de 

primers 

Primers Sequência 5’-3’ Espécie / Fonte 

Mix 1 rbcLa F ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC 

 
Cinnamomum 

spp (SWETHA et 

al., 2014) 

 
rbcLa R GTAAAATCAAGTCCACCCRCG 

 

Mix 2 matK-

1RKIM F 

ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC 

 

Espécies TDEF* 

- Índia 

(NITHANIYAL 

et al., 2014) 

MatK -

3FKIM R 

CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG 

 

Mix 3 rbcLa F ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC 

 

rbcLajf63

4 R   

GAAACGGTCTCTCCAACGCAT 

 

* TDEF – Tropical Dry Evergreen Forest 

 

 

Foram realizados dois testes de amplificação, um sem aditivo e outro com aditivo ―PCR 

enhancer‖ (Invitrogen) nas concentrações 1x, 2x e 3x, com intuito de maximizar a amplificação 

do DNA a partir de madeira seca, uma vez que o aditivo é frequente na amplificação de materiais 

com DNA degradado. Os volumes aplicados, as reações, assim como a concentração e quantidade 

dos reagentes na reação, estão apresentados nas tabelas 8 e 9. Controle negativo e positivo 

(amostra de DNA de folha de Lophantera lactescens) foram utilizados para todas as reações. 
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Tabela 8. Reagentes utilizados na reação de PCR, volume e concentração final de cada reagente - 

sem aditivo 

 

 

 

Tabela 9. Reagentes utilizados na reação de PCR, volume e concentração final de cada reagente - 

com aditivo "PCR enhancer (PCRxE)" 

Reagente 1x (µL) 2x (µL) 3x (µL) Concentração final 

H2O ultra pura 
PCRxE 

Tampão 10x 

Mg 50 mM 

Mix dNTPs 10 mM 

Primer forward 

Primer reverse 

Taq DNA polimerase 

Platinum 
Amostra 

16,65 

2,5 

2,5 

0,75 

0,5 

0,5 

0,5 

0,1 

 

1 

14,15 

5,0 

2,5 

0,75 

0,5 

0,5 

0,5 

0,1 

 

1 

11,65 

7,5 

2,5 

0,75 

0,5 

0,5 

0,5 

0,1 

 

1 

- 

1x 

1x 

1,5 mM 

0,2 mM 

0,2 µM 

0,2 µM 

2U/ reação 

 

- 

 

 

Para ambos os testes, a amplificação iniciou a 94⁰ C por 2 min. e foram realizados 35 

ciclos com as seguintes temperaturas: Desnaturação: 94º C – 30‖; Anelamento: 55º C – 3‖; 

Extensão: 72º C – 1’20‖, e finalização a 4⁰ C. 

 

3.6 Eletroforese em Gel de Agarose 

A efetividade das reações de PCR foi verificada por eletroforese em gel de agarose a 1% 

submetidos à tensão de 100V por 30 min. Foram adicionados 5 μL de produto de PCR, 2 μL do 

tampão de amostra (azul de bromofenol) e 2 µL de Gel Red (Biotium). 

Considerando que o Gel Red, ao ser utilizado na amostra pode influenciar na corrida do 

DNA, ocasionando atraso na migração, foi testada a coloração pós corrida na concentração de 0,5 

µL de Gel Red (Biotium) em 999,5 µL de H2O DEPC (dietilpirocarbonato – inibidor de 

RNAase). 

Para aferir o comprimento dos fragmentos amplificados, para todas as corridas, utilizou-se 

o marcador de peso molecular 1kb (Avati) (Figura 7). Os géis foram visualizados e fotografados 

no sistema de fotodocumentação ChemiDoc MP System (BioRad). 

 

Reagente Volume (µL) Concentração final 

H2O ultra pura 

Tampão 10x 

Mg 50 mM 

Mix dNTPs 10 mM 

Primer forward 

Primer reverse 

Enzima Taq DNA 

polimerase Platinun 

Amostra 

19,15 

2,5 

0,75 

0,5 

0,5 

0,5 

0,1 

          

  1 

- 

1x 

1,5 mM 

0,2 mM 

0,2 µM 

0,2 µM 

2U/ reação 

 

- 
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Figura 7. Ilustração das bandas marcadas a partir do marcador de peso molecular 1 kb (Avati). 

Fonte: Invitrogen 

 

3.7 Purificação e Sequenciamento do DNA 

Os produtos de PCR para cada madeira testada foram purificados com a enzima EXO-

SAP (DNA Engine Tetrad 2 Peltier Thermal Cycler – BIO-RAD) e sequenciados pela empresa 

Macrogen (Seoul, Coreia do Sul). A reação de sequenciamento de nucleotídeos foi realizada para 

ambas as cadeias, forward e reverse, tendo sido utilizados os mesmos primers da PCR. A reação 

de sequenciamento foi realizada com a enzima Kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing 

Kits (Applied Biosystems). A corrida eletroforética das reações de sequenciamento foi realizada 

no sequenciador ABI 3730xl DNA Analyzer (Applied Biosystems) e as reações foram conduzidas 

com DNA Engine Tetrad 2 Peltier Thermal Cycler (BIO-RAD). Os fragmentos foram purificados 

com o Kit BigDye XTerminator® Purification (Applied Biosystems). 

 

3.8 Análise do Sequenciamento e Filogenia 

 

 As sequências consenso foram obtidas e alinhadas manualmente utilizando o programa 

Clustal W / MUSCLE, e posterior alinhamento por meio do programa CLC Genomics. Uma vez 

obtidas as sequências para as amostras, a árvore filogenética foi obtida através do programa 

MEGA 7 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Estrutura Macroscópica das Madeiras  

Foram observadas as principais características das madeiras estudadas. A madeira de 

amarelão (Figura 8) possui cerne amarelo e sem odor característico, parênquima axial difuso 

indistinto sob lente (10x), poros difusos solitários e sem a presença de tilos. 

A madeira de araracanga (Figura 9) apresenta cerne amarelado levemente rosado ou 

avermelhado e sem odor característico. Apresenta parênquima axial indistinto sob lente (10x), 

paratraqueal aliforme, madeira é porosa, com poros solitários e sem tilos.  

A madeira de caju-açu (Figura 10) possui cerne em tom de branco amarelado claro a 

branco amarelado rosado e sem odor característico. Apresenta parênquima axial visível apenas 

sob lente e classificado como paratraqueal aliforme, com porosidade difusa, poros solitários e 

múltiplos, parcialmente obstruídos por óleo resina, além de raios visíveis apenas sob lente. 

A madeira de cedro (Figura 11) possui cerne de cor castanho claro rosado a castanho 

avermelhado e odor característico. Apresenta parênquima em faixas marginais e os poros 

obstruídos por óleo-resina ou, às vezes, por substância de cor clara.  

 A madeira de cerejeira (Figura 12) possui cerne em tom de castanho com algumas faixas 

mais escuras e odor agradável. Apresenta parênquima axial do tipo paratraqueal aliforme e 

vasicêntrico, formando algumas confluências em pequenos trechos, com porosidade difusa, poros 

solitários e múltiplos, além de, às vezes, serem obstruídos por substância branca. 

A madeira de cumaru (Figura 13) possui cerne castanho escuro e de aspecto fibroso. 

Apresenta parênquima paratraqueal aliforme confluente, associando alguns vasos. 
A madeira de peroba-mica (Figura 14) é porosa com cerne amarelado a bege e sem odor 

característico. Apresenta parênquima axial indistinto sob lente (10x), parênquima axial 

apotraqueal difuso, com poros solitários e sem presença de tilos.  

 A madeira de piquiarana (Figura 15) apresenta cerne bege a acastanhado, com parênquima 

axial visível apenas sob lente e o parênquima apotraqueal difuso e difuso em agregados formando 

uma trama com os raios, podendo apresentar finas faixas marginais. Os vasos são visíveis a olho 

nu, apresentam porosidade difusa, poros solitários e múltiplos; e podendo ser obstruídos por tilos. 

A madeira de roxinho apresenta cerne roxo (Figura 16), sem odor e aspecto fibroso 

característicos, com parênquima axial paratraqueal aliforme confluente e marginal em linhas 

finas. Os poros são visíveis a olho nu, solitários, vazios ou obstruídos por óleo-resina. 

A madeira de seru (Figura 17) apresenta cerne bege amarelado, com odor perceptível, 

com parênquima  axial pouco visível a olho nu, do tipo apotraqueal reticulado.  A porosidade é 

difusa, os poros são solitários, alguns podem ser múltiplos, em sua maioria não são obstruídos 

por substâncias. 
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Figura 8. Madeira de cerne de amarelão: (A) Corte transversal - lupa aumento de 10x; (B) Corte 

transversal microscopia eletrônica de varredura (MEV) - aumento de 300x escala de 300 µm 

 

                      
Figura 9. Madeira de cerne de araracanga: (A) Corte transversal - lupa aumento de 10x; (B) 

Corte transversal microscopia eletrônica de varredura (MEV) – aumento de 100x e escala de 

1mm 

                
Figura 10. Madeira de cerne de caju-açu: (A) Corte transversal - lupa aumento de 10x; (B) Corte 

transversal microscopia eletrônica de varredura (MEV) – aumento de 300x e escala de 300µm 

A B 

A  B 

A B 
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Figura 11. Madeira de cerne de cedro: (A) Corte transversal - lupa aumento de 10x; (B) Corte 

transversal microscopia eletrônica de varredura (MEV) – aumento de 250x e escala de 300µm 

 

 

 
 

Figura 12. Madeira de cerne de cerejeira: (A) Corte transversal - lupa aumento de 10x; (B) Corte 

transversal microscopia eletrônica de varredura (MEV) - aumento de 250x escala de 300 µm 

 

A B 

A  B 
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Figura 13. Madeira de cerne de cumaru: (A) Corte transversal - lupa aumento de 10x; (B) Corte 

transversal microscopia eletrônica de varredura (MEV) - aumento de 500x escala de 200 µm 

 

 
 

Figura 14. Madeira de cerne de peroba-mica: (A) Corte transversal - lupa aumento de 10x; (B) 

Corte transversal microscopia eletrônica de varredura (MEV) - aumento de 400x escala de 200 

µm 

 
 

A B 

A 
B 
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Figura 15. Madeira de cerne de piquiarana: (A) Corte transversal - lupa aumento de 10x; (B) 

Corte transversal microscopia eletrônica de varredura (MEV) - aumento de 100x escala de 1mm 

 
 

Figura 16. Madeira de cerne de roxinho: (A) Corte transversal - lupa aumento de 10x; (B) Corte 

transversal microscopia eletrônica de varredura (MEV) - aumento de 300x escala de 300µm 

 

 

  

A B 

A B 
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Figura 17. Madeira de cerne de seru: (A) Corte transversal - lupa aumento de 10x; (B) Corte 

transversal microscopia eletrônica de varredura (MEV) - aumento de 500x escala de 200µm 

   

4.2 Avaliação de Protocolos de Extração de DNA de Madeiras Secas 

Foi possível extrair DNA de madeira seca, a partir do cerne, para todas as espécies 

testadas, com diferença significativa (Teste Tukey 1%) entre os protocolos para a concentração de 

DNA (ng/µL) no comprimento de onda a 260 nm (Tabela 10). 

 

 
 

Tabela 10. Concentração de DNA (ng/µL) das madeiras em cada protocolo testado 

Nome vulgar Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3 Protocolo 4 Protocolo 5 

 --------------- Concentração de DNA (ng/µL) --------------- 

Amarelão 242,86 a   6,35 b   63,13 b 243,78 a   30,76 b 

Araracanga 298,23 ab   1,63 c 198,40 b 327,26 a   65,63 c 

 

Caju-açu 157,36 a   2,33 d 101,80 ab   64,03 bc    4,96 cd 

Cedro 122,13 b   3,20 c   77,68 b 233,46 a    6,83 c 

Cerejeira   83,73 ab 11,23 b 223,68 a   88,00 ab   52,10 ab 

Cumaru 114,85 b   1,55 c   89,83 b 400,40 a   43,95 bc 

Peroba-mica 140,23 b   2,35 d   69,93 c 268,25 a     8,61 d 

Piquiarana 115,67 a   4,20 b   10,70 b 103,86 a     5,36 b 

Roxinho   62,90 b   2,28 c   32,36 bc 257,06 a     7,81 c 

Seru 267,66 b   4,28 d   57,70 cd 513,10 a  142,15 c 

Médias seguidas da mesma letra, na mesma linha não diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey 1% 

 

A B 
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De uma forma geral, a quantidade de DNA obtida foi satisfatória, considerando o tipo de 

tecido utilizado, o cerne seco. Para Asif e Cannon (2005), o rendimento de DNA a partir de 

madeira seca é considerado ótimo para quantidades iguais ou superiores a 50 ng/µL. 

No entanto, o DNA genômico das amostras não pode ser visualizado em gel de agarose a 

1%. Estudos realizados por Jiao et al. (2012) mostraram que as quantidades de DNA extraídas do 

cerne seco foi de 7,90 ng/mg no método CTAB e de 8,38 ng/mg com extração pelo kit Qiagen, 

não sendo possível ser observado após a eletroforese em gel de agarose a 1%. 

A não visualização em gel de agarose ocorre por tratar-se de DNA extraído de amostras de 

cerne seco, tecido rico em carboidratos (celulose) e fenóis (lignina) (LOWE, 2008), além de 

apresentar células mortas e mais antigas (KLOCK et al., 2005). 

Para o controle da qualidade após a extração, o DNA de alto peso molecular e íntegro apa-

recerá no gel como uma banda bem marcada com um tamanho acima de 12 kb, porém o arraste 

indica degradação do material (VINOD, 2004). 

O DNA do cerne é gradualmente degradado durante a sua formação, por ação de 

nucleases e pelo processo de morte celular (BAMBER, 1976), ocasionando uma diminuição 

intensa de fragmentos na região do DNA (JIAO et al., 2013). 

Estas características do cerne são responsáveis pela degradação do DNA, resultando dire-

tamente na baixa qualidade do material extraído, impedindo a visualização das bandas por meio 

de eletroforese em gel de agarose após a extração. Contudo, esta dificuldade pode ser corrigida na 

amplificação por PCR (COLEY; BARONE, 1996; SWETHA et al., 2014). 

Já no que diz respeito à qualidade das amostras (Tabela 11), obtida por espectrofotômetro, 

o protocolo 2 (Kit DNeasy Plant Mini) foi o que resultou em maior grau de pureza, para a maioria 

das amostras, quando comparado com os demais testados. 

 

 

Tabela 11. Análise da qualidade, em função do grau de pureza, das amostras de DNA (Razão 

A260/A280nm) 

Nome vulgar Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3 Protocolo 4 Protocolo 5 

 ---------------Razão A260/A280 --------------- 

Amarelão  1,15 bc 1,49 a 1,10 c 1,33 abc 1,37ab 

Araracanga  1,41 ab 1,79 a 1,29 b 1,35 ab 0,62 c 

Caju-açu 1,17 b 1,67 a 1,21 b 1,22 b 1,58 a 

Cedro 0,86 bc 1,44 a 1,17 ab 0,58 c 0,87 bc 

Cerejeira 1,18 ab 1,07 b 0,69 c 1,40 a 

 

1,18 ab 

Cumaru 1,06 b 2,08 a 1,17 b 0,79 b 0,91 b 

Peroba-mica 1,32 ab 1,93 a 1,14 b 0,63 b 1,24 ab 

Piquiarana 1,40 ab 1,67 ab 0,87 b 1,24 ab 2,10 a 

Roxinho 0,86 bc 2,06 a 0,58 bc 0,56 c 1,11 b 

Seru 1,17 a 1,40 a 1,15 a 0,77 b 1,19 a 

Médias seguidas da mesma letra, na mesma linha, não diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey de médias 

ao nível de 1% de probabilidade 
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O DNA apresenta seu máximo de absorção em 260 nm, logo sua quantificação é feita com 

base na absorbância nesse comprimento de onda. Os compostos presentes na madeira, como as 

proteínas, mostram absorção na região de 280 nm, devido a diversos aminoácidos (fenilalanina, 

cisteína, cistina, metionina, triptofano, histidina e tirosina) (ZAIA et al., 1998). A pureza da 

amostra de DNA é analisada pela razão A260/A280, a qual indica a relação entre a quantidade de 

ácido desoxirribonucleico e a de proteínas contaminantes (GALLAGHER, 2011). A razão ideal 

para isolado de DNA com baixa contaminação por proteínas é de 1,8 a 2,0 e este é classificado 

como puro (TECHNICAL BULLETIN, 2012). 

Razões abaixo de 1,8 indicam possíveis contaminações por fenol, proteínas ou algum 

outro componente. Quando não se obtém o grau de pureza de 1,8, é necessária a realização de 

ajustes no protocolo ou purificação de DNA, a qual pode ser feita com utilização de kits. 

Outras substâncias presentes na madeira como os fenóis, carboidratos, além de guanidina 

residual presente nas colunas de kits para extração de DNA, mostram absorção na região de 230 

nm (WILFINGER et al., 1997). Dessa forma, a razão A260/A230 indica a qualidade das amostras 

de DNA quanto à presença ou não dessas substâncias (Tabela 12). 

 

 

Tabela 12. Análise da qualidade das amostras, em função do grau de pureza, de DNA (Razão 

A230/A260 nm) 

Nome vulgar Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3 Protocolo 4 Protocolo 5 

 ---------------Razão 230/260 --------------- 

Amarelão 0,33 b 0,32 b 0,34 b 0,47 a 0,27 b 

Araracanga 0,47 a 0,11 b 0,45 a 0,42 a 0,09 b 

Caju-açu 0,33 a 0,09 b 0,40 a 0,37 a 0,12 b 

Cedro 0,27 a 0,13 b 0,33 a 0,29 a 0,13 b 

Cerejeira 0,28 b 0,19 c 0,34 b 0,43 a 0,29 b 

Cumaru 0,47 a 0,07 b 0,51 a 0,54 a 0,18 b 

Peroba-mica 0,39 b 0,09 d 1,14 a  0,33 bc  0,22 cd 

Piquiarana  0,33 ab  0,15 ab  0,45 a  0,24 ab 0,12 b 

Roxinho 0,17 b 0,10 c 0,20 b 0,41 a 0,20 b 

Seru 0,36 a 0,15 a 0,37 a 0,35 a 0,24 a 

Médias seguidas da mesma letra, na mesma linha não diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey 1% 

 

 

Diante da análise dos resultados obtidos na razão A230/A260, apesar do protocolo 4 ter 

apresentado, em geral, os maiores valores quanto a esse aspecto, foi possível constatar que, para 

as madeiras testadas, o nível de pureza foi muito aquém de 1,8. Esse resultado se deve ao fato de 

haver predominância de substâncias fenólicas na amostra, o que já era esperado pela composição 

química característica do material estudado. 

Mazza e Bitencourt (2000) explicam que contaminantes, como os compostos 

polifenólicos e terpenóides, muito presentes no cerne da madeira e liberados durante a lise celular 

aderem irreversivelmente ao DNA, inibindo a digestão com endonucleases de restrição e/ou a 
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amplificação através de PCR. O rompimento da célula também libera polissacarídeos, os quais 

são de difícil separação do DNA (LODHI et al., 1994). 

Todavia, assim como foi mencionado para a razão 260/280, as impurezas detectadas na 

razão 260/230 também podem ser purificadas na etapa de amplificação. 

 

4.3 Amplificação de DNA de Madeiras Secas: Teste de Primers e Aditivo 

 Ao analisar os géis dos produtos resultantes da PCR sem aditivo para os genes rbcLa F e 

rbcLa R, MatK-1RKIM –f e MatK -3FKIM-r e rbcLa-F 5’ – 3’ e rbcLajf634-R  5’ – 3’  foi 

possível verificar que o protocolo 2, apesar de ter fornecido as concentrações mais baixas, porém 

as melhores purezas, permitiu a amplificação para a madeira de amarelão. O protocolo 5 também 

amplificou para amarelão. Com isso, no teste preliminar para a escolha dos primers na ausência 

de aditivo, foi constatado que os três primers atenderiam ao objetivo de amplificar o DNA das 

madeiras testadas (Figura 18). 
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A  

 

 
Figura 18. Teste de amplificação dos produtos de PCR para as madeiras amarelão e cerejeira sem 

aditivo PCR enhancer: (A) Gel de eletroforese para os genes rbcLa F e rbcLa R: 1 – marcador; 2 

– controle positivo (DNA de folha de (Lophantera lactescens); 3 – amarelão Protocolo 1; 4 – 

amarelão Protocolo 2; 5  - amarelão Protocolo 5; 6 – cerejeira Protocolo 5; 7 – cerejeira Protocolo 

4; 8 – cerejeira Protocolo 3; 9 – cerejeira Protocolo 2; 10 – cerejeira Protocolo 1; 11 – controle 

negativo.; (B) Gel de eletroforese para os genes MatK-1RKIM –f e MatK -3FKIM-r : 1 – 

marcador; 2 – controle positivo (DNA de folha de (Lophantera lactescens); 3 – amarelão 

Protocolo 1; 4 – amarelão Protocolo 2; 5  - amarelão Protocolo 5; 6 – cerejeira Protocolo 5; 7 – 

cerejeira Protocolo 4; 8 – cerejeira Protocolo 3; 9 – cerejeira Protocolo 2; 10 – cerejeira Protocolo 

1; 11 – controle negativo; (C) Gel de eletroforese para os genes rbcLa-F 5’ – 3’  e rbcLajf634-R  

5’ – 3’  : 1 – marcador; 2 – controle positivo (DNA de folha de (Lophantera lactescens); 3 – 

amarelão Protocolo 1; 4 – amarelão Protocolo 2; 5  - amarelão Protocolo 5; 6 – cerejeira 

Protocolo 5; 7 – cerejeira Protocolo 4; 8 – cerejeira Protocolo 3; 9 – cerejeira Protocolo 2; 10 – 

cerejeira Protocolo 1; 11 – controle negativo. 
 

 

850 pb 

850 pb 

850 pb 
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Quanto ao gel das amostras submetidas ao aditivo foi possível visualizar que para os 

genes rbcLa F e rbcLa R,  rbcLa-F  e rbcLajf634-R  apenas o marcador e o controle positivo 

foram amplificados, enquanto para MatK-1RKIM –f e MatK -3FKIM-r , somente o marcador foi 

amplificado. Sendo assim, o teste com o aditivo não mostrou resultados satisfatórios para as 

amostras inicialmente testadas (Figura 19). 

 

 

              

         
Figura 19. Teste de amplificação dos produtos de PCR para as madeiras amarelão e cerejeira 

com aditivo PCR enhancer: A) Gel de eletroforese para os genes rbcLa F e rbcLa R  (PCR 

enhancer) 1 – marcador; 2 – controle positivo (DNA de folha de (Lophantera lactescens); 3 – 

amarelão Protocolo 1; 4 – amarelão Protocolo 2; 5  - amarelão Protocolo 5; 6 – cerejeira 

Protocolo 5; 7 – cerejeira Protocolo 4; 8 – cerejeira Protocolo 3; 9 – cerejeira Protocolo 2; 10 – 

cerejeira Protocolo 1; 11 – controle negativo; B)  Gel de eletroforese para o genes MatK-1RKIM 

–f e MatK -3FKIM-r  (PCR enhancer) 1 – marcador; 2 – controle positivo (DNA de folha de 

(Lophantera lactescens); 3 – amarelão Protocolo 1; 4 – amarelão Protocolo 2; 5  - amarelão 

Protocolo 5; 6 – cerejeira Protocolo 5; 7 – cerejeira Protocolo 4; 8 – cerejeira Protocolo 3; 9 – 

cerejeira Protocolo 2; 10 – cerejeira Protocolo 1; 11 – controle negativo; C) Gel de eletroforese 

850 pb 
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para os genes rbcLa-F 5’ – 3’  e rbcLajf634-R  5’ – 3’ (PCR enhancer)  – marcador; 2 – controle 

positivo (DNA de folha de (Lophantera lactescens); 3 – amarelão Protocolo 1; 4 – amarelão 

Protocolo 2; 5  - amarelão Protocolo 5; 6 – cerejeira Protocolo 5; 7 – cerejeira Protocolo 4; 8 – 

cerejeira Protocolo 3; 9 – cerejeira Protocolo 2; 10 – cerejeira Protocolo 1; 11 – controle negativo 
 

 

4.4 Amplificação de DNA 

 

Diante das avaliações realizadas para a seleção de primers, foram escolhidos os genes 

rbcLa-F  e rbcLajf634-R, sem aditivo, para a amplificação de todas as amostras de madeira e foi 

possível obter os resultados listados na tabela 13 de acordo com os protocolos testados, onde ―+‖  

indica o protocolo que permitiu amplificar o DNA de madeira de cerne seco. Os resultados 

satisfatórios de eletroforese realizada a partir da PCR do DNA extraído pelos protocolos 2  e 4 

estão  representados nas figuras 20  e 21, respectivamente. 

 

Tabela 13. Protocolos que permitiram amplificar as amostras de DNA de madeira de cerne seco 

das espécies testadas 

Nome vulgar Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3 Protocolo 4 Protocolo 5 

 ---------------Amplificação das amostras --------------- 

Amarelão  +    

Araracanga  +    

Caju-açu  +  +  

Cedro  +    

Cerejeira  +    

Cumaru  +    

Peroba-mica  +    

Piquiarana  +    

Roxinho  +    

Seru  +    
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Figura 20. Gel de eletroforese das amostras de todas as espécies amplificadas pelo Protocolo 2: 

A) Gel red aplicado na amostra; B) Gel red aplicado após a corrida. M- marcador 1kb Ladder 

(Avati), C+ controle positivo (DNA de folha de Lophantera lactescens), C- controle negativo, R – 

Roxinho, C – Cerejeira, CM – Cumaru, AR – Araracanga, PR – Peroba mica, AM – Amarelão, 

CD – Cedro, SR – Seru, CJ – Caju açu, PQ – Piquiarana 
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Figura 21. Gel de eletroforese das amostras de todas as espécies amplificadas pelo Protocolo 4: 

A) Gel red aplicado na amostra; B) Gel red aplicado após a corrida. M- marcador 1kb Ladder 

(Avati), C+ controle positivo (DNA de folha de Lophantera lactescens), C- controle negativo, R – 

Roxinho, C – Cerejeira, CM – Cumaru, AR – Araracanga, PR – Peroba mica, AM – Amarelão, CJ 

– Caju açu, SR – Seru, CD – Cedro, PQ - Piquiarana 
 

 

Apesar da quantidade de DNA obtida ter variado entre os protocolos testados, o resultado 

obtido para a pureza das amostras foi confirmado através dos géis. Foi possível observar que o 

protocolo 2 (kit Qiagen) é o mais indicado para extração de cerne seco, visto que foi obtida uma 

melhor amplificação a partir do DNA extraído com este protocolo. 

O uso do kit Qiagen (protocolo 2) tem sido citado na literatura por apresentar resultados 

satisfatórios na amplificação de DNA de madeira, sendo este dado corroborado pelo trabalho com 

madeira arqueológica de Populus euphratica (JIAO et al., 2015); extração de DNA de madeira 

seca de Cunninghamia lanceolata (JIAO et al., 2012); para a caracterização de espécies da 

família Dipterocarpaceae (RACHMAYANTI et al., 2006). 

 Quanto ao gene marcador rbcL utilizado na amplificação, a escolha se deu com base na 

sugestão do CBOL – Plant working Group   (2009), um consórcio para a criação de DNA 

Barcodes de espécies vegetais, que menciona marcadores que compreendem regiões codificantes 

presentes no genoma do cloroplasto. 
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4.5 Análise do Sequenciamento  

 

Os dados obtidos permitiram observar que foi possível sequenciar o material genético das 

madeiras testadas (Figuras 22 a 31). As sequências e os fragmentos com baixa qualidade foram 

eliminados manualmente através do programa Muscle ―Multiple Sequence Aligment‖, 

objetivando minimizar erros. Para madeira de roxinho foi constatado que houve perda de sinal do 

sequenciamento decorrente da baixa qualidade da amostra de DNA. 
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Forward (3’-5’) 

 
 

 

Reverse (5’-3’) 

 

 
Figura 22. Eletroferograma do sequenciamento da madeira de cerne de amarelão 
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Forward (3’-5’)                                                      

 
 

Reverse (5’-3’) 

 

 
Figura 23. Eletroferograma do sequenciamento da madeira de cerne de araracanga 
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Forward (3’-5’)                                                      

 
 

Reverse (5’-3’) 

 
Figura 24. Eletroferograma do sequenciamento da madeira de cerne de caju açu 
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Forward (3’-5’) 

 
 

 

Reverse (5’-3’) 

 
Figura 25. Eletroferograma do sequenciamento da madeira de cerne de cedro 
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Forward (3’ – 5’)                                                   

 
 

Reverse (5’-3’) 

 
Figura 26. Eletroferograma do sequenciamento da madeira de cerne de cerejeira 
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Forward (3’-5’)                                                      

 
 

 

Reverse (5’-3’) 

 
Figura 27.  Eletroferograma do sequenciamento da madeira de cerne de cumaru 
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Forward (3’-5’)                                                      

                                                         

 
Reverse (5’-3’) 

                                                          

 
Figura 28. Eletroferograma do sequenciamento da madeira de cerne de peroba mico 
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Forward (3’-5’)                                                      

 
Reverse (5’-3’) 

 
Figura 29. Eletroferograma do sequenciamento da madeira de cerne de piquiarana 
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Forward (3’-5’)                                                      

 
 

 

Reverse (5’-3’) 

 
Figura 30. Eletroferograma do sequenciamento da madeira de cerne de roxinho 
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Forward (3’-5’)                                                      

 
 

Reverse (5’-3’) 

 
Figura 31. Eletroferograma do sequenciamento da madeira de cerne de seru 
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Após o sequenciamento com os primers Forward e Reverse ter sido realizado, foram 

gerados os segmentos contínuos de DNA (contigs) pelo programa CLC Genomics, além de ter 

sido construída a matriz de similaridade, a obtenção da região de consenso para verificar as 

diferenças entre as espécies. 

A figura 32 mostra o alinhamento dos nucleotídeos para as espécies, confirmando que o 

gene rbcL é muito conservado, pois não houve muita variação entre as sequências, mesmo 

tratando-se de famílias diferentes. Dentre as espécies que mais apresentaram variação estão 

amarelão e seru. Tais variações são indicadas pelas bases dispostas ao longo da linha respectiva 

para cada família.  

É importante mencionar que foi utilizada uma madeira teste, a que revelou maior variação 

de sequência, conforme ilustrado na figura 32. Essa espécie não foi revelada na presente 

pesquisa, pois a mesma está inserida no pedido de registro de processo junto ao NIT (Núcleo de 

Inovação Tecnológica) da UFRRJ. 

Nesse alinhamento é possível verificar onde existe a possibilidade de desenhar uma 

sequência que possa ser utilizada como marcador para cada espécie, no entanto, foram 

encontradas semelhanças entre as espécies das diferentes famílias testadas não sendo possível 

diferenciá-las ao nível taxonômico de família. Todavia, diante do conhecimento dessas 

sequências existe a possibilidade de utilizá-las em testes para discriminar essas espécies de outras 

cujas características anatômicas da madeira sejam semelhantes e de difícil identificação. 

 Essa ínfima diferença entre as espécies foi confirmada pela matriz de similaridade obtida 

pelo programa CLC Genomics (Figura 33). A porção inferior ao traço demarcado na figura indica 

os níveis de similaridade e a porção superior, as diferenças, ou seja, essa matriz mostra uma 

comparação entre as amostras, nesse caso representadas por números de 1 a 10, comparando as 

informações dispostas em linhas com as que estão na coluna. 
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Figura 32. Alinhamento de nucleotídeos para as espécies testadas: 1- cerejeira (Amburana 

acreana), 2 – amarelão (Aspidosperma vargasii), 3 – Caju açu (Anacardium giganteum), 4 – 

Piquiarana (Caryocar glabrum),  5- seru (Allantona lineata ), 6 – madeira teste, 7 – cumaru 

(Dypterix odorata), 8 – cedro (Cedrela odorata), 9 – araracanga (Aspidosperma desmanthum) , 

10 peroba – mica (Aspidosperma macrocarpon) , 11 – sequência consenso, 12 – conservação, 13 

– sequência logo 
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Figura 33. Matriz de similaridade para o alinhamento de nucleotídeos para as madeiras de cerne 

de espécies testadas: 1- Amburana acreana (cerejeira), 2 – Aspidosperma vargasii (amarelão), 3 – 

Anacardium giganteum (caju açu), 4 – Caryocar glabrum (piquiarana), 5 – Allantoma lineata 

(seru), 6 – madeira teste, 7 – Dipteryx odorata (cumaru), 8 – Cedrela odorata (cedro), 9 – 

Aspidosperma desmanthum (araracanga), 10 – Aspidosperma macrocarpon (peroba-mica) 

 

 

Logo, com base nos resultados encontrados nas figuras 32 e 33, é possível fazer uma 

discriminação entre as espécies estudadas com base nas sequências das espécies listadas na tabela 

14. Diante dessa informação, confirma-se o que foi citado por Hebert; Gregory (2005), que 

mencionam que a identificação por Barcode é simples, não requer conhecimentos de taxonomia e 

está livre de erros subjetivos, como ocorrem na identificação morfológica, tornando possível a 

identificação de espécies desconhecidas. 

Como exemplo do possível uso desses Barcodes, pode-se citar a discriminação entre 

espécies que apresentam madeiras com características anatômicas muito semelhantes, como a 

Allantoma lineata (seru) e a Couratari sp,(tauari), ambas espécies da família Lecythidaceae. Os 

resultados obtidos demonstram que a técnica do DNA Barcode é uma ferramenta que pode ser 

utilizada para o combate de extração ilegal de madeira, auxiliando à fiscalização florestal. 

Esse resultado corrobora com o citado por Carvalho (2012): ―a identificação molecular 

pode ser utilizada na Botânica Forense, tendo em vista que o corte ilegal e o tráfico de madeira de 

espécies protegidas necessitam de identificação rápida, a qual pode ser por DNA de madeiras já 

processadas, promovendo agilidade às punições dos responsáveis por madeireiras ilegais‖. 

Outra aplicação dessa técnica está relacionada à certificação molecular, através da 

inserção de um código de barras, na própria madeira a ser consumida, com informações que a 

identifiquem, desde procedência até a sequência genética, agregando valor ao produto a ser 

comercializado. Como exemplo, a utilização da sequência Barcode para Dipteryx odorata 

(cumaru), espécie produtora de madeira de grande valor econômico e uso em diversas áreas, tanto 

na construção civil quanto para mobiliário de alta qualidade (NAHUZ, 2013). De uma forma 

geral, esta técnica pode ser aplicada tanto para fins de fiscalização quanto de certificação.  
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Tabela 14. Discriminação de sequências (Barcodes) dentre as espécies estudadas 
Família Espécie Nome 

vulgar 

Sequência Barcode 

Apocynaceae A. vargasii amarelão TTCTTCTCCAGGAA

CGGGTTCGATGTGG

TAGCA 

TTCTTCTCCAGGAACGG
GTTCGATGTGGTAGCA 

Lecythidaceae Allantoma lineata seru TCCTCCCCAACAAC

GGGCTCGATGTGAT

AGCAT 

TCCTCCCCAACAACGGG
CTCGATGTGATAGCAT 

Fabaceae Dipteryx odorata cumaru GCATCGTCCTTTATA

ACGATCAAGACTGG

TAAG 

GCATCGTCCTTTATAAC
GATCAAGACTGGTAAG 

Madeira teste Madeira teste Madeira 

teste 

ATCCTCCCCAACAA

CGGGCTCGATGTGAT

AGCA 

ATCCTCCCCAACAACGG
GCTCGATGTGATAGCA 

 

 

Já para as demais espécies não houve diferença entre as sequências, ainda assim vale a 

pena destacá-las (Tabela 15) pelas seguintes razões: 

i) ainda não foram citadas na literatura as sequências do DNA das espécies estudadas; 

ii) essas sequências podem ser citadas como Barcodes, principalmente para situações em que 

houver dificuldade para diferenciar as madeiras dessas espécies com outras de 

características anatômicas semelhantes. 

 

A ausência de variação para as diferentes espécies (Tabela 15) pode ser explicada pelo 

gene escolhido como marcador, rbcL, que apesar de ser citado como um Barcode universal para 

plantas, seu uso é dificultado quando se trata de variações morfológicas e/ou geográficas (ROY et 

al., 2010). 

Esperava-se encontrar nesse estudo uma sequência discriminatória para todas as espécies 

testadas, como essa diferença não foi verificada com base na sequência de nucleotídeos, foi 

realizada a análise da sequência dos aminoácidos. Essa análise é mais conservada que a de 

nucleotídeos, isso porque algumas mutações podem alterar o códon, mas dificilmente alteram a 

proteína, visto que, para a maioria dos aminoácidos existe mais de um códon. Logo, pode ocorrer 

alteração da base de um códon, mas essa alteração não traduz em alteração do aminoácido e a 

proteína continua a mesma (MAUSETH, 2009). 

Pode ser observado na figura 34 o alinhamento de aminoácidos para as espécies 

estudadas. Foram verificadas pequenas variações, confirmando o observado na sequência de 

nucleotídeos. Essa diminuição de variação, ao comparar a cadeia de nucleotídeos com a cadeia de 

aminoácidos, também ocorreu na pesquisa sobre o gene rbcL como Barcode para identificação 

forense de Cannabis sativa (RIBEIRO et al., 2013). 
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Tabela 15. Discriminação de sequências (Barcodes) de menor variação dentre as espécies 

estudadas 
Família Espécie Nome vulgar Sequência Barcode 

Fabaceae Amburana acreana cerejeira TTCTTCTCCA 

GCAACGGGCT 

CGATGTGGTA 

GCATCGCCCT 

TTATAACGAT 

CAAGACTGGT 

TTCTTCTCCA 
GCAACGGGCT 
CGATGTGGTA 
GCATCGCCCT 
TTATAACGAT 
CAAGACTGGT 

Meliaceae Cedrela odorata cedro TTCTTCTCCA 

GCAACGGGCT 

CGATGTGGTA 

GCATCGCCCT 

TTATAACGAT 

CAAGACTGGT 

TTCTTCTCCA 
GCAACGGGCT 
CGATGTGGTA 
GCATCGCCCT 
TTATAACGAT 
CAAGACTGGT 

Anacardiaceae Anacardium giganteum caju-açu TTCTTCTCCA 

GCAACGGGCT 

CGATGTGGTA 

GCATCGCCCT 

TTATAACGAT 

CAAGACTGGT 

TTCTTCTCCA 
GCAACGGGCT 
CGATGTGGTA 
GCATCGCCCT 
TTATAACGAT 
CAAGACTGGT 

Apocynaceae Aspidosperma 

desmanthum 

araracanga TTCTTCTCCA 

GCAACGGGCT 

CGATGTGGTA 

GCATCGCCCT 

TTATAACGAT 

CAAGACTGGT 

TTCTTCTCCA 
GCAACGGGCT 
CGATGTGGTA 
GCATCGCCCT 
TTATAACGAT 
CAAGACTGGT 

Apocynaceae Aspidosperma 

macrocarpon 

peroba-mica TTCTTCTCCA 

GCAACGGGCT 

CGATGTGGTA 

GCATCGCCCT 

TTATAACGAT 

CAAGACTGGT 

TTCTTCTCCA 
GCAACGGGCT 
CGATGTGGTA 
GCATCGCCCT 
TTATAACGAT 
CAAGACTGGT 

Caryocaraceae Caryocar glabrum piquiarana TTCTTCTCCA 

GCAACGGGCT 

CGATGTGGTA 

GCATCGCCCT 

TTATAACGAT 

CAAGACTGGT 

TTCTTCTCCA 
GCAACGGGCT 
CGATGTGGTA 
GCATCGCCCT 
TTATAACGAT 
CAAGACTGGT 
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Figura 34. Alinhamento de aminoácidos para as madeiras de cerne das espécies estudadas: 1- 

cerejeira (Amburana acreana), 2 – amarelão (Aspidosperma vargasii), 3 – Caju açu (Anacardium 

giganteum), 4 – Piquiarana (Caryocar glabrum),  5- seru (Allantona lineata ), 6 – madeira teste, 7 

– cumaru (Dypterix odorata), 8 – cedro (Cedrela odorata), 9 – araracanga (Aspidosperma 

desmanthum) , 10 peroba – mica (Aspidosperma macrocarpon) , 11 – sequência consenso, 12 – 

conservação, 13 – sequência logo 

 

 A alta conservação das sequências de aminoácidos foi comprovada na matriz de 

similaridade (Figura 35), em que os valores encontrados para similaridade de aminoácidos são 

maiores que aqueles para nucleotídeos (Figura 33) e com isso, as variações para aminoácidos 

também foram baixas. A interpretação da figura 35 é a mesma que foi realizada para a figura 33, 

comparando as espécies, identificadas por números de 1 a 10, da linha com a coluna. 

 

 

 
Figura 35. Matriz de similaridade para o alinhamento de aminoácidos para as espécies testadas: 

1- Amburana acreana (cerejeira), 2 – Aspidosperma vargasii (amarelão), 3 – Anacardium 

giganteum (caju açu), 4 – Caryocar glabrum (piquiarana), 5 – Allantoma lineata (seru), 6 – 

madeira teste, 7 – Dipteryx odorata (cumaru), 8 – Cedrela odorata (cedro), 9 – Aspidosperma 

desmanthum (araracanga), 10 – Aspidosperma macrocarpon (peroba-mica) 
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Após a obtenção de todas as sequências foi criada a árvore filogenética das espécies 

estudadas (Figura 36) com o uso do programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetics 

Analysis).  

Conforme já constatado em análises anteriores, a árvore filogenética demonstra que não 

houve similaridade entre espécies da mesma família. Esse resultado pode ser explicado pelo fato 

de ter sido estudado um único indivíduo de cada espécie obtido de diferentes procedências, o que 

pode influenciar nas sequências de material genético. 

Para um trabalho de certificação florestal agregado à técnica de DNA Barcode sugere-se a 

extração, amplificação de DNA de madeira de um número considerável de indivíduos da mesma 

espécie. Para as espécies aqui estudadas a amplificação pode ser feita utilizando as sequências do 

DNA já identificadas como marcadores.  

Entretanto, para os aspectos forenses de combate à extração ilegal da madeira, muitas das 

vezes a peça questionada é representada por apenas um indivíduo, situação esta que se tomou por 

base para a realização da presente pesquisa. O principal objetivo deste estudo foi verificar a 

possibilidade de extrair e sequenciar DNA, além de encontrar uma sequência de gene que 

pudesse ser utilizada como Barcode a partir de madeira do cerne seco de espécies 

comercializadas no Estado do Rio de Janeiro. Sendo assim, a árvore filogenética foi uma forma 

de ilustrar como as espécies testadas estão dispostas em relação umas as outras em termos de 

máxima verossimilhança em uma escala de 1%. 

 

 

 
Figura 36. Árvore filogenética das espécies estudadas: Amburana acreana (cerejeira), 

Aspidosperma vargasii (amarelão), Anacardium giganteum (caju açu), Caryocar glabrum 

(piquiarana), Allantoma lineata (seru), Dipteryx odorata (cumaru), Cedrela odorata (cedro), 

Aspidosperma desmanthum (araracanga), Aspidosperma macrocarpon (peroba-mica) 
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5 CONCLUSÃO 

 

 

O protocolo 2 (kit Qiagen) é o mais recomendado para extrair DNA de madeira seca das 

espécies nativas testadas. 

Apesar dos demais protocolos terem permitido obter concentrações de DNA acima de 

200ng/µL, ficou provado que a pureza da amostra é mais importante que a quantidade obtida. 

O protocolo adotado para amplificar o DNA das amostras, com a enzima Taq polimerase 

Platinum, garantiu uma boa amplificação de todas as espécies. 

Foram encontradas sequências Barcodes para as espécies Aspidosperma vagarsii 

(amarelão), Allantoma lineata (seru) e Dipteryx odorata (cumaru). 
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