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Hoje me sinto mais forte, mais feliz, quem sabe
So levo a certeza de que muito pouco eu sei
Nada sei....

Todo mundo ama um dia todo mundo chora,
Um dia a gente chega, no outro vai embora
Cada um de nos compoe a sua historia

Cada ser em si carrega o dom de ser capaz
De ser feliz.

Almir Sater / Renato Teixeira
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RESUMO

BORGES, Kelly Carla Almeida de Souza. Identificacio de madeiras nativas por DNA
Barcode. 2016. 84p. Tese (Doutorado em Ciéncias Ambientais e Florestais). Instituto de

Florestas, Departamento de Produtos Florestais, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2016.

O DNA Barcode ¢ uma tecnologia em que se utiliza um fragmento de DNA para identificar
espécies de forma rapida 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: amareldo (Aspidosperma vargasii),
araracanga (Aspidosperma desmanthum), caju-agu (Anacardium giganteum), cedro (Cedrela
odorata), cerejeira (Amburana acreana), cumaru (Dypterix odorata), peroba-mica
(4Aspidosperma macrocarpon), piquiarana (Caryocar glabrum), roxinho (Peltogyne confertiflora)
e seru (Allantona lineata). As caracteristicas anatomicas da madeira macroscéopicas das madeiras
foram verificadas com auxilio de lupa (aumento de 10x) e por microscopia eletronica de
varredura (MEV). A extragdo de DNA foi conduzida por meio de teste de cinco protocolos € com
seis repeti¢des. Por tratar-se de material degradado, o DNA foi amplificado com enzima Taq
polimerase Platinum para aumentar a eficiéncia da amplificacdo. O gene escolhido como
marcador foi o rbcL, gene de regido conservada. As etapas de purificacdo e sequenciamento das
amostras foram conduzidas pela empresa Macrogen (Seoul, Coreia do Sul). O melhor protocolo
para extracdo de DNA de cerne seco foi o kit Qiagen (protocolo 2) e para essa técnica o grau de
pureza das amostras € mais importante que maiores concentragdes de DNA. Foi possivel
amplificar o DNA de todas as amostras e identificar a sequéncia “DNA Barcode” para as espécies
amareldo (Aspidosperma vargasii), camaru (Dypterix odorata) e seru (Allantona lineata). Para as
demais espécies, ndo houve variacdo que permitisse selecionar a sequéncia Barcode, mas as
sequéncias obtidas foram listadas, j4 que o sequenciamento das mesmas ainda ndo tinha sido
citado na literatura. O resultado encontrado no presente trabalho pode ser utilizado como uma
ferramenta de identificagdo de madeiras tanto no ambito da fiscalizagdo florestal, quanto para
agregar valor ao comércio madeireiro através de certificacdo 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 INTRODUCAO

O Estado do Rio de Janeiro ¢ considerado um grande consumidor de madeira, o 2° maior
do Brasil, apresentando atualmente uma demanda de cerca de 3,6 milhdes de metros cubicos
(PAINEL FLORESTAL, 2013). No entanto, apenas 11% do seu consumo sdo atendidos pela
producao dentro de suas fronteiras (COUTINHO; VARGAS, 2013), sendo o maior volume de
madeira consumida no estado proveniente do norte do Brasil, regido que tem sofrido com o
impacto do desmatamento.

Em outubro de 2015 as florestas degradadas na Amazonia Legal abrangeram 1.009 km?,
representando, em relacdo a outubro de 2014, um aumento de 115%, quando a degradacao
florestal somou 468 km”. Os estados com maior incidéncia de desmatamento sdo: Mato Grosso
(29%), Rondonia (26%), Pard (24%) e Amazonas (16%), com menor ocorréncia no Roraima
(2%), Tocantins (2%) e Acre (1%) (FONSECA et al., 2015).

A extragdo ilegal de madeira movimenta cerca de US$ 100 bilhdes ao ano e de acordo
com estimativas do Programa das Nac¢des Unidas para o Meio Ambiente (Pnuma), 30% de toda
madeira comercializada no planeta tem origem suspeita e em alguns paises essa propor¢ao chega
a 90% do total (AVANCINI, 2014).

A madeira explorada de forma ilegal na Amazonia ¢ comercializada nos grandes centros
urbanos do Brasil, como ¢ o caso do Rio de Janeiro, e apesar da existéncia de fiscalizagdo nas
estradas do pais, a madeira segue sem empecilhos mediante a dificuldade em identifica-la.

Entretanto, esse problema pode ser solucionado pelo emprego de métodos técnicos como
a utilizagdo de exsicatas que permitam a identificagdo do material botanico e a identificagdao
anatomica da madeira (REIS, 2015).

O emprego de tais métodos poderd ajudar, preliminarmente, no momento da fiscalizagao,
porém os mesmos apresentam certas limitagdes, sendo a maior delas correlacionadas ao tempo,
pois a identificacdo por meio dessas técnicas ndo ¢ feita de forma imediata, o que pode gerar um
grande transtorno. Outrossim, ainda pode gerar dividas quanto a identificagao.

Deve ser ressaltado que muitas vezes a madeira proveniente de corte ilegal ¢ encontrada
na serraria ja processada, restando apenas os seus vestigios, ndo sendo assim possivel fazer a
analise dos seus caracteres anatomicos.

Devido a essas limitacdes, a utilizacdio de um método cientifico que envolva a
identificacdo genética de arvores facilitard a fiscalizagdo de madeiras transportadas, visto que os
seus beneficios sdo inimeros, a comecar pelo menor tempo de analise e maior controle de
produtos oriundos de exploracao ilegal no Brasil. Além disso, permitir que o consumidor tenha
maior garantia da qualidade e procedéncia do produto madeireiro adquirido.

O “DNA Barcode”, técnica proposta por Paul Hebert em 2003, ¢ um tipo de identificacao
taxondmica baseada na utilizagdo de um pequeno fragmento padronizado de DNA, codificador de
um gene, sendo essas sequéncias de DNA vistas como um “codigo de barras” armazenados no
interior das células. Essa técnica permite que a identificagdo do material botanico possa ser
realizada por qualquer pessoa, sendo uma ferramenta utilizada tanto para complementar os
estudos taxondmicos, como também um dispositivo inovador para os ndo especialistas que
precisam fazer uma rapida identificagdo do material (HEBERT et al., 2003).

Ideologicamente, o Barcode deve variar o suficiente para solucionar a identificacdo em
nivel taxonomico de espécie, pequeno o bastante para facilitar a manipulacdo e de baixo custo
(DONG et al., 2015). Além disso, trata-se de uma técnica que pode superar as possiveis
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limitagdes encontradas para identificar a madeira através das caracteristicas anatOomicas e
fornecer informacdes eficazes com alta resolucao (JIAO et al., 2015).

De acordo com o CBOL (Consortium for the Barcoding of Life) Plant Working Group,
resultados significativos foram obtidos pela combina¢do dos marcadores rbcL e matK, genes
plastidiais utilizados com frequéncia na sistematica 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, responsavel por
incorporar o gas carbonico (CO;) a uma molécula organica na fotossintese e o gene matK
codifica para a enzima maturase K, que codifica o RNA transportador para a lisina (trnK)), ambos
sdo genes de regides conservadas e por isso sdo citados de forma satisfatoria como genes Barcode
(CHASE et al., 2005).

Essas informacgdes indicam que a técnica do DNA Barcode € promissora e pode ser grande
aliada na fiscalizacdo dos produtos madeireiros comercializados no Estado do Rio de Janeiro,
além de agregar valor a certificacdo dos produtos.

Nesse contexto, este estudo teve como objetivo estabelecer um protocolo de extragdao de
DNA de madeiras secas; amplificar e sequenciar o DNA extraido; e identificar as sequéncias
Barcodes para cada madeira testada visando a aplicagdo para a melhorar a qualidade da
fiscalizagdo e certificagdo florestal.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fiscalizacgao e Certificacao florestal

Estimativas indicam que entre 43% e 80% da producdo madeireira da regido amazodnica
seja ilegal, proveniente de areas desmatadas ou exploradas de forma predatéria e insustentavel.
Cerca de 75% dessa produgdo ¢ destinada ao mercado interno. Dessa forma, existe grande
possibilidade de que boa parte das empresas que utilizam madeira da regido amazonica esteja
voluntaria ou involuntariamente usufruindo de madeira de origem ilegal ou predatoria (ZENID et
al., 2009).

Em resposta a exploracdo de florestas de forma desordenada surge no final dos anos 80 o
conceito de Certificacdo Florestal, método utilizado para avaliar se uma floresta (florestas nativas
ou plantacdes florestais) esta sendo manejada de acordo com padrdes ambientais, econdomicos e
sociais pré-estabelecidos. A certificacao florestal estd baseada em trés pilares da sustentabilidade,
que s30: o ecologicamente correto, o socialmente justo e o economicamente viavel. Este processo
deve afirmar, de modo confidvel e independente, a adequacdo especificada pelo orgao
credenciador (SILVA, 2005).

A certificacdo florestal ¢ utilizada visando um controle da degradacdo ambiental e uma
maior eficiéncia na cadeia de produgdo 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 certificacdo florestal ainda oferece muitas vantagens para as empresas
certificadas, como: um melhor acesso ao mercado altamente competitivo para produtos florestais
madeireiros e ndo madeireiros; precos diferenciados; além dos produtos certificados apresentarem
uma imagem melhor ao consumidor, dentre outros beneficios (CARNEIRO, 2007).

Do ponto de vista ambiental, a certificagdo contribui para a conservagdo da biodiversidade
e seus valores associados, como: manutencao dos recursos hidricos, dos solos, das paisagens, das
fungdes ecologicas e a integridade das florestas, bem como a protegdo das espécies ameagadas ou
em perigo de extin¢do e seus habitats. Além de envolver auditoria das atividades das instituigdes
florestais para verificar se as areas estdo sendo exploradas de acordo com os aspectos sociais,
ambientais e econdmicos, conforme descritos nos principios e critérios do Forest Stewardship
Council (FSC). Como a certificacdo ¢ voluntdria, a iniciativa tem que ser dos proprietarios da
floresta, que pode ser privada ou publica (SUITER FILHO, 2002).

Ha muitos tipos de sistemas de certificagdo florestal ja difundidos no mundo. No Brasil os
mais utilizados sdo o Forest Stewardship Council (FSC) e o Programa Brasileiro de Certificacao
Florestal (Cerflor). O Forest Stewardship Council (FSC) é uma organiza¢do ndo governamental
independente e sem fins lucrativos com objetivo de desenvolver principios e critérios do bom
manejo florestal para a certificacdo, podendo também credenciar e monitorar organizagdes
certificadoras independentes (FRANCO, 2013).

Os orgaos credenciados pelo FSC podem emitir dois tipos de certificacdo, a certificacdo
do manejo florestal, para certificar as operacdes do manejo florestal (IMAFLORA, 2002), ¢ a
certificacio da cadeia de custddia, que certifica os produtos florestais (NARDELLI; TOME, 2002).

Segundo a ABNT NBR 14.790 (2014) a cadeia de custddia pode ser definida como “o
conjunto das sucessivas etapas de transformagdo ou comercializacdo de produtos florestais, desde
as unidades de manejo florestal até o consumidor final, controlando em cada etapa o contetdo da
matéria prima oriunda de cada unidade de manejo florestal”. Com isso, a certificacdo com base na
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cadeia de custodia tem por finalidade assegurar que o produto florestal utilizado tenha sido
originado de uma floresta certificada, obtendo informa¢des quanto aos locais avaliados, os
produtos e os processos que foram utilizados no beneficiamento destes produtos.

A obtenc¢ao do selo FSC por uma empresa deve seguir os Principios e Critérios (P&C) do
FSC, que sdo os mesmos para o mundo inteiro, independentemente do tipo de floresta ou do pais
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 dindmica natural
da floresta, visando promover a regeneragdo natural da mesma (SPATHELF et al., 2004).

Ja o Programa Brasileiro de Certificagao Florestal (Cerflor), lancado em 2002, ¢ uma
certificagdo brasileira que estimula o manejo florestal adequado no pais, sendo coordenado pelo
INMETRO. O Cerflor procura desenvolver e criar mecanismos para que pequenos ¢ médios
produtores florestais possam obter a certificacdo e difundir a certificagdo de cadeia de custddia.
Desde 2005, o Cerflor ¢ reconhecido internacionalmente pelo Programa de Endosso de Esquemas
de Certificagao Florestal (PEFC) (LUZ, 2010).

O PEFC estabelece os mecanismos para o reconhecimento mutuo dos sistemas nacionais,
enquanto a ISO 14001 (Sistema de Gestdo Ambiental) estd relacionada ao cumprimento de
normas de gestdo ambiental do processo produtivo, evitando duplicidade de trabalhos e custos
relacionados com a certificagio do manejo de florestas, eliminando barreiras técnicas ao
comércio, permitindo o acesso dos produtos oriundos de florestas certificadas aos mercados
externos e conferindo credibilidade publica ao sistema (SBS, 2006).

Para auxiliar na fiscalizacdo das madeiras extraidas das florestas brasileiras, o Ministério
do Meio Ambiente criou um documento eletronico intitulado Documento de Origem Florestal
(DOF), uma licenga obrigatéria para o transporte e armazenamento de produtos e subprodutos
florestais de origem nativa, contendo as informacdes sobre a procedéncia desses produtos
(MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2006).

O controle do transporte da madeira ¢ uma medida necessaria e urgente, porém nao deve
ser a Unica. Para evitar o desmatamento ilegal o governo deve investir em alternativas, uma delas
estéa relacionada aos processos de certificagao florestal (POLITI, 2006).

O Brasil conta com empresas certificadoras que possuem grande importancia para o setor
florestal na economia brasileira, sendo assim, a fiscalizagdo por meio do processo de certificagdao
atua diretamente no PIB nacional. O setor florestal contribui com uma parcela importante para a
economia brasileira, gerando produtos para consumo direto ou para exportacdo, impostos e
empregos para a populacao e, ainda, atuando na conservagdo e preservacao dos recursos naturais.
De acordo com a classificacdo do Programa Nacional de Florestas (PNF) do Ministério do Meio
Ambiente, oito cadeias produtivas exploram o patrimonio florestal: chapas e compensados, oleos e
resinas; farmacos; cosméticos; alimentos; carvao, lenha e energia; papel e celulose; madeira e
moveis (REMADE, 2008).

2.2 Formacao Genética da Madeira
A madeira ¢ um material heterogéneo, constituido por células cujas formas e tamanhos
variam de acordo com a espécie, e que pode ser agrupado em duas categorias distintas: coniferas

e folhosas. A parede de cada célula ¢ formada pelas seguintes camadas: lamela média, parede
primaria (P), parede secunddria externa (S1), parede secundaria média (S2) e parede secundaria
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interna (S3). A integridade estrutural destes tecidos ¢ atribuida a lamela média, uma camada que
mantém as células adjacentes unidas entre si (ROWELL et al., 2012)

O processo de formagao da madeira (Figura 1), também conhecido como xilogénese, ¢
resultante do desenvolvimento do xilema secundério que ocorre através de cinco etapas: divisdo
celular, alongamento, biossintese da parede celular (envolvendo a deposicao de celulose e
hemicelulose), lignificacdo e morte celular programada (CHAFFEY, 1999).

A presenga de varios tipos de células e tecidos vasculares ¢ compativel com a diversidade
de genes associados nesse processo € que respondem aos sinais ambientais e de desenvolvimento
da planta. A descoberta desses genes torna possivel o conhecimento das fases de diferenciacao
das células xilematicas (PLOMION et al., 2001; PEREIRA et al., 2003).

Em termos de composi¢do quimica, a madeira ¢ constituida por quatro principais
compostos na parede celular secundéria: polissacarideos (celulose e hemiceluloses), ligninas,
proteinas da parede celular e outros compostos menos soluveis (estilbenos, flavonoides, taninos e
terpenos) e insoliveis (pectinas e outras proteinas da parede celular) em solvente neutro
(HIGUCHLI, 1997).

Atividade do cambio Auxina, citocinina, etileno
vascular

Dif. o do xil Auxina, citocinina,
iferenciagdo do xilema giberelina
secundario
~ Giberelina
Expansao celular <
4

D :do d q Transcri¢dao da parede celular secundéria —
cposicao da parede <— | rota biossintética de genes da celulose,

secundaria xilana, glucomanana e lignina
Morte celular programada | €«—— Proteases, nucleases, proteinas autofagicas
Formacio do cerne <———— | Morte das células do raio, tiloses,
desidratagdo e deposi¢do de substancias do
cerne

Figura 1. Diferentes estdgios do processo de formag¢do 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, ¢ um homopolissacarideo linear constituido unicamente por moléculas de
glicose unidas entre si por ligagdes glicosidicas do tipo B (1—4), que resultam em cadeias
lineares. A celulose ¢ produzida na forma de microfibrilas, semi-cristalina e cada microfibrila
consiste de cerca de 36 cadeias lineares de residuos de glicose interligados na conformacgdo 3
(1—4), cuja organizagdo determina as propriedades mecanicas da célula e promove o suporte e
resisténcia a parede celular. A quantidade de celulose ¢ diferenciada entre a parede primaria e a
secundaria, sendo, respectivamente de 10 a 40% e de 40 a 60% (DELMER, 1999)

A biossintese da celulose, de ocorréncia na membrana plasmatica, comegou a ser
elucidada com Arabidopsis através de um estudo dos genes que codificam a subunidade catalitica
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 biossintese
da celulose na parede secundaria (SUZUKI et al., 2006).
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Figura 2. Estrutura parcial de uma molécula de celulose (ROWELL et al., 2012)

A hemicelulose (Figura 3), um polissacarideo heterogéneo, ¢ o segundo composto mais
abundante na madeira, estando associada as microfibrilas de celulose para formar uma matriz na
parede celular vegetal. A biossintese desse polimero € resultante da atuagdo dos genes da celulose
sintase € ocorre no Complexo de Golgi em duas etapas: a sintese da cadeia central, que se da pela
atividade da enzima formadora de polissacarideo; e a adi¢do de residuos laterais a cadeia por
reacgoes catalisadas por uma variedade de glicosil-transferases (LEROUXEL et al., 2006).

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

O terceiro composto mais abundante da madeira ¢ a lignina correspondendo cerca de 25 a
35% da composicdo. E um polimero amorfo, complexo, derivado de trés alcodis hidroxinamilico
(monolignois): hidroxicinamilico p-caumadrico, coniferilico e sinapilico, denominados de
subunidades Hidroxifenil (H), Guaiacil (G) e Sinapil (S), respectivamente, ¢ diferem apenas no
seu grau de metoxilagdo. A biossintese da lignina inicia-se pelo metabolismo do acido
chiquimico, seguido da via do aminodcido aromatico L-fenilalanina. A fenilalanina amonialiase
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(PAL) ¢ a enzima que regula o metabolismo fenolico nas células vegetais, transformando o
aminoacido L-fenilalanina em 4cido trans-cinamico, o qual ¢ hidroxilado para acido p-cumadrico
que produz os trés principais componentes da lignina: p-cumarilico, coniferilico e sinapilico
(BRAGATTO, 2007).

O ultimo passo da biossintese dos monolignois ¢ a desidrogenagcdo do p-cumaraldeido,
sinapaldeido e coniferaldeido a seus respectivos alcoois, sendo uma reacao catalisada pela enzima
Cinamil Alcool Desidrogenase (CAD), codificada pelo gene CAD na rota dos fenilpropanoides
(Figura 4) (BUCHANAN et al., 2000).

O primeiro passo da rota dos fenilpropandides ¢ catalisado pela enzima fenilalanina
amonia-liase (PAL), codificada pela familia génica PAL, imprescindivel na interface entre o
metabolismo primario e secundario vegetal (BUCHANAN et al., 2000). O nimero 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 raizes, folhas e
brotos, PAL2, em raizes, folhas e pétalas, e PAL3 apenas expresso em raizes; a expressdo dos
genes PAL aumentava a medida que ocorriam lesdes na planta, no entanto, PAL1 e PAL3 eram
induzidos por infec¢do fungica (LIANG et al., 1989). Em Populus, uma isoforma de PAL esta
envolvida com a formagao de taninos condensados, enquanto que outra esta associada a producao
de lignina (KAO et al., 2002).



-5

Fenilalanina

Acido cindmico
|

Acido p-cumdrico  Acido cafeico  Acido ferilico  Acido S-hidroxiferilico  Acido sinapilico

+ d i M
LA Ceas Cot 5 CeAn =
&u & no’& - ga.

p-cumaril-CoA cafeil-CoA ferulil-CoA S-hidroxiferulil-CoA sinapil-CoA
l ¢ . . i

X

p-cumaraldeido aldeido cafeil coniferaldeido  S-hidroxiconiferaldeido simlpadeido

Xy

ilcool p-cumnnl dlcool cafeil tlcool coniferilico  dlcool 5- Mm:ccm[eﬁhco dlcool sinapilico
. . 0
Pemxudne/lm Fbmdndlm Peroxidase/]_acase
Peroxidase/Lacase
{

LIGNINA
Figura 4. Caminho proposto para a biossintese dos precursores da lignina (BOERJAN et al.,
2003)

P




2.3 Técnicas de Identificacio da Madeira

A madeira ¢ um recurso natural renovavel que apresenta vantagens ao ser comparada com
outros materiais utilizados na industria (BENITES et al., 2015). Inicialmente, cada autor
interpretava a sua maneira cada caractere anatomico. Para solucionar esse problema e padronizar
a linguagem entre os anatomistas, em 1931 foi criada a Associa¢@o Internacional de Anatomistas
da Madeira “International Association of Wood Anatomists — IAWA” (ARAUJO; MATTOS
FILHO, 1980).

Conhecer a estrutura anatomica da madeira ¢ de fundamental importancia para a sua
qualificacdo visando a grande variedade de usos, evitando-se emprego inadequado e desperdicio.
O conhecimento das possiveis aplicagdes tecnologicas das espécies nativas pode servir de
estimulo para sua conservagao (BENITES et al., 2015).

Os métodos de identificagdo da madeira baseiam-se em analise das propriedades
organolépticas, tais como, cor, cheiro, gosto, gra, textura, brilho, desenho, massa especifica e
dureza (COSTA, 2004) e das caracteristicas macroscopicas e microscopicas desse material, sendo
esta ultima restrita a pessoas com habilidade em microscdpicos e com experiéncia consideravel
em anatomia da madeira (RUFFINATTO et al., 2015).

Na macroscopia sao analisados os trés planos de corte presentes na madeira: transversal
(perpendicular ao eixo da arvore), radial (paralelo aos raios) e tangencial (perpendicular aos
raios), sendo estas caracteristicas observadas a olho ni ou com lupas (BURGER; RICHTER,
1991). O plano transversal ¢ o que apresenta maior detalhe sobre o tipo e distribui¢do de vasos e
parénquima, incluindo as caracteristicas dos anéis de crescimento. Dessa forma, a observagao
macroscopica € o primeiro passo para a identificagdo da madeira (KOCH et al., 2015).

Dentre os elementos estruturais da madeira a serem observados para a sua caracteriza¢ao
macroscopica, o tecido parenquimatico ¢ de suma importancia. O parénquima ¢ um tecido que
armazena agua e substancias 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 ndo estd
associado aos vasos, ambos observados no plano transversal (Figura 5). Enquanto o parénquima
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 a analise microscOpica da madeira, sdo observadas as caracteristicas dos
vasos, parénquimas e fibras de forma individual, além de oferecer informagdes sobre inclusdes de
substancias nesses tecidos consideradas também como impressdes digitais (fingerprint) da
madeira (WHEELER, 2011).



Transversa

Tangencigl
—>

Radial

I

Figura 5. Ilustragdo dos planos de corte da madeira (Fonte: o autor)

Uma outra forma, recentemente citada, para classificar a madeira € a espectroscopia no
infravermelho préximo (Near Infrared Spectroscopy — NIR). A técnica NIR ¢ a medicdo da
intensidade da absor¢do e emissdo na faixa entre 380-780 nm e 2500 — 25000nm, logo,
compostos organicos que consistem de varios grupos funcionais apresentam vibragdes
moleculares observadas no infravermelho. A espectroscopia NIR é um método rapido e preciso
de andlises que ndo precisa de reagentes quimicos e a preparacdo da amostra ¢ simples
(TSUCHIKAWA; KOBORYI, 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 hibridos
dessa espécie.

Ainda que a espectroscopia NIR seja uma técnica ndo destrutiva, sem necessidade de
tratamento da amostra, rapida para a obten¢ao dos resultados, uma das maiores dificuldades esta
relacionada a observagao da informagao obtida em funcao da grande quantidade de dados. Ha que
se considerar que o espectro obtido sofre uma variagdo em consequéncia do plano de corte da
madeira em relacdo ao feixe incidente de radiagdo infravermelha, distor¢ao esta causada pela
caracteristica anisotropica da madeira, além das falhas na leitura (OLIVEIRA et al., 2015).

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) também pode ser citada
como uma ferramenta de identificacdo de madeiras, uma vez que essa técnica ¢ capaz de fornecer
o perfil carbonico molecular de uma espécie, o qual dificilmente se repete integralmente em
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outras madeiras, permitindo identificar estruturas moleculares de varias substancias presentes na
madeira (SOUZA et al., 2008).

2.4 DNA Barcode — O Codigo de Barras da Vida

O Brasil ¢ considerado um pais biodiverso e isso inclui as inumeras espécies vegetais
produtoras de madeira. A identificacdo taxondmica desse material requer profissionais
qualificados e demanda tempo. Além disso, a técnica de classificacdo de espécies apresenta
limitagdes significativas. Primeiro, tanto a plasticidade fenotipica quanto a variabilidade genética
dos caracteres utilizados para o reconhecimento de espécies podem acarretar em identificacdes
duvidosas. Segundo, as chaves morfologicas muito utilizadas na identificagdo taxondmica sao
eficientes apenas para uma fase da vida da espécie em questdo e apesar de existirem modelos de
chaves mais modernos, o uso destas, muitas vezes, requer um nivel tdo elevado de conhecimento
acerca do assunto, que sdo comuns erros de diagnéstico (HEBERT et al., 2003).

Essas limitacdes inerentes a taxonomia levam a uma nova abordagem para a identificagdo
de espécies através de um sistema de analise de um pequeno segmento do genoma. De uma forma
geral, um pequeno segmento do DNA da espécie de interesse ¢ visto no formato de codigo de
barras, conhecido como “DNA Barcode” (HEBERT et al., 2003). Contudo, para que o Barcode
seja satisfatorio, a regido do gene selecionado deve atender trés critérios: (i) conter suficiente
variabilidade entre as espécies; (ii) ser curto o suficiente para ser sequenciado em uma unica
reacdo; e (ii1) conter regides conservadas para o desenvolvimento de primers universais
(RIBEIRO et al., 2013).

A ideia ¢ semelhante ao codigo de barras universal de produtos utilizados no comércio,
sendo que um codigo de barras gendmico apresenta apenas um dos quatro nucleotideos (adenina,
citosina, guanina e timina) em cada posicdo. Como exemplo, ao combinar apenas 15 dessas
posi¢des de nucleotideos seria possivel criar um bilhdo de codigos Uinicos, nimero muito maior
que o de espécies conhecidas que ¢ de cerca de 15 milhdes. A utilizagdo desta técnica permite que
cada taxon seja identificado por apresentar uma sequéncia unica de DNA Barcode (HEBERT et
al., 2003).

A técnica do DNA Barcode (Figura 6) esta aliada a bioinformatica, um dos ramos da
Biotecnologia com atuagdo no desenvolvimento e aplicagdo de ferramentas da tecnologia da
informacao para permitir a organizagdo, gestdo, andlise e interpretacdo de dados em suporte ao
tratamento de questdes bioldgicas relevantes (NODA, 2010).

Um fator, as vezes, ignorado ¢ que o objetivo principal do DNA Barcode nao € construir
arvores filogenéticas, mas sim fornecer identificagdes répidas e precisas de organismos nao
identificados, cujos codigos de barras de DNA j& foram registrados em uma biblioteca.
Ideologicamente, um codigo de barras deve permitir a identificagdo da espécie inequivoca por ter
variacdo de sequéncia suficiente entre espécies e baixa variacdo intraespecifica (KRESS;
ERICKSON, 2007).

O DNA Barcode tem sido produzido através de uma regido gendmica padrao 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 ¢
invariavel, sendo inadequado para utiliza-lo na forma de cddigo de barras (CHASE et al, 2005).
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Figura 6. Representagdo esquematica da técnica do DNA Barcode

2.5 Extraciao de DNA de madeira

O DNA (4cido desoxirribonucleico) ¢ a estrutura que armazena a informagdo genética que
coordena todas as funcdes a serem desempenhadas pelos organismos, logo a sua extragdao tem
como propdsito a obtengdo de material génico de qualidade para futuras investigagdes. As
finalidades podem ser as mais variaveis como a amplificacio por PCR (Polymerase Chain
Reaction — Reacdo em Cadeia de Polimerase), sequenciamento e conhecimento de genes
envolvidos em diversas funcdes, sendo possivel estuda-los mesmo quando o DNA ¢ extraido em
pequenas quantidades (ALBERTS et al., 2002).

Existem diversos protocolos de extragdo, mas a maioria deles apresenta como etapas
iniciais a lise das células vegetais por meio do tratamento com detergente e posterior separacao e
precipitacdo do DNA. Existe uma variedade de reagentes utilizados nessa etapa de extragdo, na
tabela abaixo (Tabela 1) foram descritas as principais fungdes dos reagentes comumente
utilizados na extragao de DNA de material vegetal (ROMANO; BRASILEIRO, 1998).

-12 -



Tabela 1. Principais compostos na extragdo de DNA e suas respectivas fungdes (ROMANO;
BRASILEIRO, 1998; OLIVEIRA et al., 2007)

Material utilizado Funcio

Nitrogénio liquido e quebra mecanica Romper parede celular

Detergente CTAB (brometo de | Romper membrana celular

cetiltrimetilamdnio) ou SDS (dodecil sulfato de

sodio)

EDTA (4cido etilenodiamino tetra-acético = | Evitar acdo de DNAses que degradam o DNA e

agente quelante) e solugdes com pH= 8§ 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 organica. O pH abaixo de 7 promove a
desnaturagdo do DNA e este migra para a fase
orginica

Tris-HCI Solucdo tampao para manter pH constante

Fenol e cloroférmio Separar DNA de proteinas

Agentes antioxidantes (PVP — | Proteger o DNA de compostos fenolicos que o

polivinilpirrolidona ou B-mercaptoetanol) oxidam

CTAB ou CsCl (cloreto de césio) Separar DNA de polissacarideos que interferem
na migracio do DNA em corridas de
eletroforese

Alcool isoamilico Adicionado junto com o cloroférmio para evitar
formacdo de espuma, permitindo a melhor
separagdo da fase aquosa e da fase organica

RNAse Remogdo de RNA

Etanol absoluto Concentra o DNA e ajuda na remogdo de
residuos de fenol e cloroférmio na amostra

Etanol 70% Remover residuos de sais

Cloreto de sodio, acetato de sddio e acetato de | Ajudam na precipitagdo de DNA

amonio

Isopropanol Precipita o DNA, pois o0 DNA ¢ insoluvel em
alcool e se torna menos denso do que a solugdo
aquosa obtida

A tabela 1 mostra os principais reagentes para extracdo de DNA de plantas, mas no que
diz respeito ao isolamento de DNA de madeiras, alguns ajustes sdo necessarios no protocolo de
extracdo visto que a madeira apresenta composi¢do quimica bem diferente da composi¢do de
folhas, as quais sao comumente utilizadas em experimentos de anélises moleculares com vegetal.
A extracdo de madeira seca se torna mais problematica porque com a morte do organismo surgem
de forma marcante os processos hidroliticos e oxidativos que causam fragmentacao e
modificacdo do DNA. O aumento da degradacdo ja pode ser observado com a idade da espécie,
mas, apesar disso, pequenos fragmentos de DNA ainda apresentam informagdo que podem
confirmar a identificagdo da madeira e permitir entender o seu processo de formacao (JIAO et al.,
2015).

Ainda que a extragdo de DNA do alburno seja citada na literatura como melhor que a do
cerne, esta ultima se faz necessaria porque a maior parte da madeira comercializada ¢
compreendida de cerne (LIRA et al., 2009). A tabela 2 evidencia alguns trabalhos que realizaram
a extragao de DNA de madeira por diferentes métodos.
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A madeira ¢ um material rico em polissacarideos, proteinas, lignina, taninos, pigmentos ¢
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 metabolitos secundarios em abundancia. Além disso, a contaminagdo por
polissacarideos e compostos fenolicos pode inibir a agdo da DNA polimerase (Tagpolimerase),
enzima especifica que atua no processo de amplificagdo in vitro; e reduzir o grau de pureza do
DNA extraido. Sendo assim, a média de concentracdo de DNA extraido da madeira estd em torno
de 50 ng/uL. Logo, se faz necessario um aumento na quantidade de madeira a ser extraida na
tentativa de aumentar a quantidade de DNA. No entanto, muitas das vezes nao ¢ possivel
visualizar o DNA na corrida em gel de agarose devido ao nivel de degradacdo do DNA, fato este
possivelmente corrigido na etapa de amplificacdo por PCR (reacdo em cadeia de polimerase
“Polymerase Chain Reaction” - PCR) (COLEY; BARONE, 1996; SWETHA et al., 2014).

De acordo com Rachmayanti (2009), as principais barreiras da extracdo de DNA podem
estar relacionadas a problemas fisicos, quimicos, biologicos e fisioldgicos. Os fisicos constituem
os tratamentos mecanicos aplicados para romper o tecido duro da madeira, como o
superaquecimento que pode causar a degradacdo irreversivel do DNA. Os quimicos estdo
relacionados aos agentes e substancias da madeira, que podem inibir a extragdo de DNA ou
resultar em um DNA de baixa qualidade, ndo sendo adequado para a amplificagdo por PCR. Os
bioldgicos sdo referentes a decomposicdo da madeira por fungos e microrganismos, devido a
longos periodos de armazenamento, podendo resultar na degradacdo do DNA. E os fisiologicos
estdo relacionados a idade da arvore, pois a degradacdo do DNA ird ocorrer apds a morte de uma
célula vegetal.
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Tabela 2. Relagdo entre os protocolos utilizados e a concentragdo de DNA extraido de madeira

Espécie Material Método DNA IC);IA ITIrClsl EDTA NaCl CTAB PVP p mercaptoetanol Proteinase K SDS Autor
Populus Madeira Kit Dnegsy Boa 15.09 Jiao et. al.,
hrati seca (30 Plant Mini  quantidade de ne/m - - - - - - - - 2015

eupnranca anos) Qiagen DNA gime
Cunningha Alburno Kit Dneas Boa
e . Y quantidade e 107,02 Zhang et al.,
mia (madeira Plant Mini . - - - - - - - -
lanceolata fresca) Qiagen qualidade de ng/mg 2015
DNA
Quantidade ¢
Cunningha Cerne Kit Dneasy  qualidade de
mia (madeira Plant Mini  DNA inferior a ;3/’:13 - - - - - - - - Zha;glest al.,
lanceolata fresca) Qiagen obtida do gms
alburno
Cinnamomu Casca CTAB Boa qua.hdade 5-8.1 100m 20mM 3mM 59, 1% 0.3% ) ) Swetha et. al.,
m spp. e quantidade ng/'g M 2014
Agquilaria Madeira Kit Dneasy Boa .
sinensis (alburno) Plant Mini  quantidade de ng /(r)ri - - - - - ) ) ) Jla30e Iéal.’
(Lour.) Gilg fresca Qiagen DNA gms
Qualidade de 19.66
DNAadequada /150 10om Rawat et al
Pinus Alburno CTAB para analises gm M 20mM 1,4AmM 3% 1% 0,2% - - 2013 ?
roxburghii RAPD, ISSR e 'S
SSR* tecido
PTB
(Brometo
de N- Boa
Dalbergia fenacila quantidade e 62,94
odorifera Alburno tiazolio) qualidade de ng/uL i ) ) i i i i i Yuetal, 2013
apos DNA
purificacao
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Espécie Material Método DNA g;lz :llésl EDTA NaCl CTAB PVP p mercaptoetanol Proteinase K SDS Autor
PTB
(Brometo
. de N-
?ZZZ%:Z Cerne fenacila Boa qualidade 118/’181](3 - - - - - - . . Yuetal., 2013
tiazolio) &
apos
purificacao
219
Populus Madeira Boa qualidade Tl 200m ) ) ) ) o Verbylaité et
tremula seca SDS e quantidade e M 25mM 250mM 0,5% al., 2010
Espécies
ér?:zg:(ézs BioSprint
Fl(%res ta Cambio 15 DNA Boa qualidade Nao ) ) ) CTAB ) ) ) ) Gonzalez et
Tropical da Plant Kit e quantidade citado 1%PVP al., 2009
Guiana Qiagen
Francesa
Qualidade
- satisfatoria e
ijm;z;ihdlei Casca seca ngls / elevada 1118(/)1215 1(;\(/)1111 20mM 1.4mM 2% 2% 2% 35ul 35ul Novz;ebsoc;t. al,
g quantidade de &
DNA
Qualidade
- satisfatoria e
C"?S“{p P Casca seca Cg]/;]: / clevada 22?9’5 1?&“ 20mM  1.4mM 2% 2% 2% 35uL 35ul NOV;%SO%L al,
pruviosa quantidade de g
DNA
Qualidade
. satisfatoria e
D(le.)e:fm Casca seca ngg’ / elevada 120/7115184 1(1)\(/)[m 20mM 1.4mM 2% 2% 2% 35uL 35ul NOVE;%SOE;' al,
g quantidade de &
DNA
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Espécie Material Método DNA IC);IA ITIIESI EDTA NaCl CTAB PVP p mercaptoetanol Proteinase K SDS Autor
Qualidade
satisfatoria e
Melanoxylo ) sn seca  CTAB/ elevada 7420 100m o0 M 1AM 2% 2% 2% 35uL 35uL  Novaesetal,
n brauna SDS quantidade de ng/ulL M 2009
DNA
Qualidade
satisfatoria e
Senna Cascaseca  CiAB/ elevada 10373 100m 5o M 14mM 2% 2% 2% 35uL 35 Novaesetal,
multijuga SDS quantidade de ng/ulL M 2009
DNA
CTAB Quant@dade e
Manilkara Cambio (Doyle; s;ltlils;ell(tigfi:ls Néo i i i i i i i i Azevedo et al.,
huberi vascular Doyle, citado 2008
1987) para
amplificagdo
Baixa
Gonystylus Madeira qualidade e <15 100m 0 N 0 i i Asif ; Cannon,
bancanus processada CTAB baixa ng/uL M 20mM 1.4mM 3% 1% 0.2% 2005
quantidade
. . Boa qualidade  10-35 100m o o o ) ) Cheng et. al.,
Pinus nigra Casca CTAB ¢ quantidade ugle M 20mM 1.5mM 2% 2% 2% 1997
Platanus Boa qualidade  10-35 100m o o o ) Cheng et. al.,
occidentale Casca CTAB e quantidade ug/g M 20mM 1.5mM 2% 2% 2% 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 extracdo de DNA de madeira comumente citado ¢ a
inclusdo de PVP (polivinilpirrolidona), para evitar processo oxidativo por polifendis da madeira,
que pode ter uma variacdo em sua concentracdo dependendo da espécie, ao tampao de extragdo e
0 aumento no tempo de incubagdo para permitir a completa dissolugdo do DNA no tampao.
Como exemplo, pode ser citada extragio de DNA de madeiras de espécies tropicais da India com
2% de PVP no tampao CTAB e incubacdo a 55°C por 10 h (NITHANIYAL et al., 2014).

Outra opgao ¢ a utilizagao de kits de extragdo de DNA para maior purificagdo da amostra,
a qual tem por finalidade permitir melhores resultados no processo de amplificacdo e a sua
principal atuacdo ¢ a desnaturacdo de proteinas. 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 pg a partir de 50-100 mg de madeira seca
(RACHMAYANTTI et al., 20006).

2.6 Amplificacdo de DNA

A amplificagdo ¢ a técnica realizada através de reacdo em cadeia de polimerase
(Polymerase Chain Reaction - PCR), a qual permite amplificar in vitro regides especificas do
genoma de qualquer organismo. A PCR permite amplificar sequencias de DNA presentes em
misturas complexas, possibilitando varios estudos gendmicos, como o desenvolvimento de
métodos de diagndsticos altamente sensiveis e especificos, obtencdo de grandes quantidades de
DNA para sequenciamento e analises sobre a diversidade genética de populagdes, entre outros.
Contudo, mesmo com a eficiéncia da PCR, existe a necessidade de ajustar protocolos desde a
etapa de obtenc¢do do 4cido nucleico até a reacdo de amplificacdo. Em sintese, para realizar a
reacdo de PCR ¢ preciso (OLIVEIRA et al., 2007):

° Um DNA molde;

. Um par de iniciadores (primers) complementares as cadeias opostas flanqueando a
sequéncia de DNA a qual se quer amplificar;

o A enzima DNA polimerase, resistente a alta temperatura, que duplica a sequéncia em
questdo;

. Os desoxiribonucleotideos precursores, e

o Mg"?, cofator enzimatico.

O par de iniciadores, através do seu pareamento especifico com determinada regido do
DNA, permite a determinacdo do local especifico de amplificacdo do fragmento desejado.
Enquanto a enzima DNA polimerase ¢ responsavel por adicionar os nucleotideos, permitindo a
replicagdo do fragmento de DNA. Como ocorrem varios ciclos de replicacdo, ao final tem-se um
aumento exponencial do fragmento desejado, sendo possivel gerar bilhdes de copias da sequencia
inicial. Ao aumentar a temperatura para a desnatura¢do da molécula, sintetizada no ciclo anterior,
esta funciona como molde de replicagcdo. As enzimas envolvidas no processo de amplificacao sao
isoladas de bactérias ou arqueas que vivem em locais de temperaturas extremas, como, por
exemplo, a Tagpolimerase, proveniente da bactéria Thermus aquaticus. Devido a essa
caracteristica, essas enzimas sdo capazes de suportar elevadas temperaturas requeridas no
processo de amplificacdo 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 dilui¢do de DNA em 4gua em uma proporcao de 1:20. J& para o material arqueoldgico
de madeira de Populus euphratica, foram utilizados o kit High Pure PCR Template Preparation
(Roche, Mannheim, Germany) e uma série de dilui¢des de 1:5, 1:10, 1:20, 1:30 e 1:40. No
entanto, os produtos da PCR nao foram amplificados com sucesso e existem duas razdes para esta
observagao: (i) os niveis de inibi¢do apos a purificagdo ainda continuaram elevados e (ii) nenhum
fragmento de DNA permaneceu presente nos tecidos (JIAO et al., 2015), tais constatacdes
indicam que o protocolo de extragdo para esta espécie, na condicdo em que foi trabalhada, seja
melhorado para minimizar a contaminagdo externa (YANG et al., 1997).

Diversos artigos tém abordado a importancia da extragdo e amplificacdio do DNA de
madeira para monitorar € controlar o comércio de madeira no contexto da fiscalizagdo florestal
(DEGUILLOUX et al.,, 2002). No entanto, existem duas barreiras quanto a amplificacdo e
isolamento do DNA de madeira: (i) a presenca de substancias na madeira, tais como, compostos
fenolicos, que podem inibir a amplificagdio 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 varias
partes dos troncos, considerando o genoma nuclear, mitocondrial e plastidial. Alguns iniciadores
tém sido citados na literatura, de acordo com a tabela 3.

Tabela 3. Sequéncias Forward (F) e Reverse (R) de Inicadores para as isoformas de genes
utilizados na amplificagdo de DNA de madeira

Genes Sequéncia (5' - 3") Aplicacgio Madeira utilizada
rbcL-1 F- ATCGTTTCTTATTTTGTG Verificar a | Populus euphratica
R- CTTTTGATCATTTCTTCG viabilidade de | (JTAO et al., 2015)
extragdo de DNA
rbcl-2 F - GTTGCTGGAGAAGAAAAT de madeira
R- CTTGGATACCATGAGGTG arqueoldgica e
identifica-la  por
ITS F-AACGACTCTCGGCAACGG DNA Barcode

R- GAGGGTCTCTCAACCACC

rbcL-3 F-CGTTTCTTATTTTGTGCC
R- TTCCCCTTCAAGTTTACC

F- GGATTCACCGCAAACACT
rbcL-4 R - ATTACCCTCACGAGCAAG

rbcL-5 F -GGGTTATCCGCTAAGAAT
R - CACGAGCAAGATCACGTC

rbcLa F- ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC- Diferenciar as Cinnamomum spp
R- GTAAAATCAAGTCCACCCRCG espécies de canela | (SWETHA et al., 2014)
por técnicas
moleculares
matK-1RKIM | F - ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC Monitoramento de | Espécies TDEF* -
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biodiversidade e da | India (NITHANIYAL
matK -3FKIM| R- CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG exploracdo ilegal etal., 2014)
rbcLa F- ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC
rbcLajf634 R- GAAACGGTCTCTCCAACGCAT
matK1RKim | F- ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC Identificacdo de | African Rainforest
espécies Trees (PARMENTIER
matK3FKim | R- CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG etal., 2013)
matK390 | F -CGATCTATTCATTCAATATTTC
matK1326r | TCT AGC ACACGAAAGTCGAAGT
CYl F- TACCGATTGAATGATCCGGTGAAG Fonte alternativa | Arvores de
para obter DNA | Leguminosas da
CY3 R- CGCCGTTACTAGGGGAATCCTTGT (para os casos em | Floresta Atlantica e
que ndo ¢ possivel | Cerrado da América do
psbA3 F- GTTATGCATGAACGTAATGCTC obter a folha) Sul (NOVAES et al.,
2009)
trnHf 05 R - CGCGCATGGTGGATTCACAATCC
rpoCl F- GTGGATACACTTCTTGATAATGG Estudos de | Espécies das familias
R - TGAGAAAACATAAGTAAACGGGC biodiversidade Lauraceae, Myrtaceae,
Elaeocarpaceae,
Sapotaceac da regido
rbcLa F- ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC- amazOnica
R- GTAAAATCAAGTCCACCCRCG (GONZALEZ et al.,
2009)
rpoB F - AAGTGCATTGTTGGAACTGG
R - GATCCCAGCATCACAATTCC
trnL F- CGAAATCGGTAGACGCTACG
R - ATTTGAACTGGTGACACGAG

TDEF — Tropical Dry Evergreen Forest
rbcL , matK , psbA — trnH, trnL— genes de cloroplasto
ITS — gene de regido intergénica do DNA ribossomal

CYL=ITSF

CY3=ITSR

rpoB - Gene que codifica a subunidade P da RNA polimerase
rpoC1 - Gene que codifica a subunidade 3’ 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 ¢ com resultados satisfatérios (HEBERT et al.,
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2003), porém, para plantas a baixa taxa de substitui¢do nucleotidica 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 avaliagdes de recuperacdo, qualidade da sequéncia e os niveis
de discriminagdo de espécies, marcadores que compreendem regides codificantes presentes no
genoma do cloroplasto.

O cloroplasto ¢ uma organela citoplasmatica constituida 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 sintese de
proteinas fundamentais para o seu funcionamento (SHINOZAKI et al., 1986).

O DNA de cloroplasto (cpDNA) apresenta heranca unipariental e na maioria das
angiospermas ¢ transmitido apenas pelo gameta feminino (DEMESURE et al., 1995). Além disso,
¢ altamente conservado em termos de tamanho, conteudo, estrutura e ordem dos genes (JUDD et
al., 2002), permitindo, dessa forma, que iniciadores especificos desse genoma sejam utilizados
em quase todo o reino vegetal, facilitando a comparagdo entre os diferentes tdxons (PINTO,
2015).

Dentre os marcadores cpDNA, o gene matK codifica a proteina maturase K e o gene rbcL
codifica a subunidade maior da ribulose-1,5- bifosfato carboxilase/oxigenase. No entanto, a
universalidade dos marcadores de codigo de barras ¢ dificultada devido a variagdo morfologica /
geografica em espécies de plantas, sendo necessarios testes com diferentes marcadores a medida
que se trabalha com plantas de espécies e habitos diversificados (ROY et al., 2010).

O gene rbcL por ser codificante de uma proteina altamente conservada e por apresentar
taxa de evolucdo lenta ¢ o gene mais comum utilizado para fornecer dados filogenéticos,
apresentando consideravel resolu¢do em niveis taxondmicos mais elevados, como familia
(PINTO, 2015), além de ter sido o primeiro gene das plantas a ser sequenciado (ZURAWSKI et
al., 1981). As vantagens do gene rbcL sdo que ele pode ser facilmente amplificado e sequenciado
na maioria das plantas terrestres e € considerado como um Jocus de referéncia em investigacoes
filogenéticas, fornecendo um posicionamento confidvel de um tdxon numa familia e / ou género
da planta (KRESS; ERICKSON, 2007).

O gene matK possui cerca de 1570 pb e codifica para a proteina maturase, que esta
envolvida no splicing de introns tipo-II de RNA transcritos (NEUHAUS; LINK, 1987). A regido
codificante de matK esta geralmente localizada dentro de um intron classe I, entre os éxons 5’ e
3> do gene que codifica o #nK (RNA transportador para lisina). A elevada taxa evolutiva
caracteristica do matK o tornou utilizdvel em reconstrugcdes filogenéticas em altos niveis
taxondmicos, como a ordem ou familia, e as vezes em baixos niveis, como género 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 identificagao forense de Cannabis sativa, utilizando o gene rbcL como
Barcode, foi observado que esse gene pode ser usado como marcador biogeografico, sugerindo
que se trata de uma assinatura genética para analise forense devido a ocorréncia de polimorfismos
SNP (Single Nucleotide Polymorphism) encontrados nesse gene (RIBEIRO et al., 2013).

Para identificagdo de amostras de madeiras comercializadas de espécies da floresta
tropical da India, 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 identificacao de madeiras arqueoldgicas de Populus euphratica, foi utilizado
o marcador rbcL que apresentou uma identidade de 98% com as sequéncias de P. euphratica no
GenBank (JIAO et al., 2015).

Todavia, o numero de vegetais identificados pela técnica de DNA Barcode nao engloba
muitas das plantas tropicais encontradas no Brasil, tendo sido estudadas poucas plantas como as
do genéro Compsoneura da familia Myristicacecae (NEWMASTER et al., 2008) e das
orquidaceas (LAHAYE et al., 2008).

Devido ao ritmo acelerado de degradacdo no Brasil, a técnica do DNA Barcode pode ser
uma ferramenta para a fiscalizacao florestal, pois mais da metade das espécies nativas podem
enfrentar um risco de extingao devido a exploragdo ilegal de madeiras. O controle da exploracao
florestal ainda ¢ significativamente fragil sendo uma concorréncia desleal com a atividade
sustentavel (JUVENAL; MATOS, 2002).

2.8 Plataformas de Sequenciamento para Tecidos de Origem Vegetal

As plataformas de sequenciamento s3o tecnologias adotadas para promover o
sequenciamento de DNA e sdo capazes de gerar informacao sobre milhdes de pares de bases em
uma unica corrida. A utiliza¢do de novas plataformas de sequenciamento para espécies vegetais
ainda ¢ considerada limitada, levando em consideracdo que os genomas nucleares vegetais sao
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 sdo de segunda geracdo de sequenciamento. As plataformas da Applied Biosystems,
denominada SOLiD System e o HeliscopeTrue Single Molecule Sequencing (tSMS), da Helicos,
possuem a capacidade de gerar informagdo 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 informagdo, pode ser aqui citada a plataforma Illumina, de segunda
geragdo, recentemente utilizada no sequenciamento do genoma de FEucalyptus grandis
(MYBURG et al., 2014).

No entanto, muitos trabalhos tém sido conduzidos a partir de sequenciadores automaticos
(VARUZZA, 2013). Na tabela 4 estdo listadas algumas espécies de vegetais e a plataforma de
sequenciamento utilizada.

-22 -



Tabela 4. Plataformas de sequenciamento para genomas de plantas

Espécie

Plataforma de sequenciamento

Genes envolvidos na formacgdao de lenho de
reagdo e compressao de Populus tomentosa

Solexa (CHEN et al., 2015)

Mapa genético de milho (Zea mays)

[Mumina (LU et al., 2015)

Sequéncia gendmica de algoddo (Gossypium

Illumina (LI et al., 2015)

hirsutum)
Identificagdo de espécies (DNA Barcode) de | ABI 3500 (Applied
Senna sp e Casearia sp (JANUARIO, 2014)

DNA Barcode de coniferas 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)
454 (WICKER et al., 2006)

Biosystems)

Sequenciamento convencional de cevada

(Hordeum vulgare)

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

As amostras de madeira utilizadas nesse experimento foram originadas do cerne e cedidas
pelo Laboratorio de Produtos Florestais (LPF do Servigo Florestal Brasileiro — Brasilia) e pela
serraria Nova Canad (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 a
Associagao de Comércio e Industria das Madeireiras do Estado do Rio de Janeiro (ACIMDERJ).
As espécies listadas foram escolhidas em funcao da disponibilidade.

Tabela S. Espécies de madeiras estudadas

Nome vulgar | Nome cientifico Familia Origem
Amarelao Aspidosperma vargasii Apocynaceae Nova Canaa
Araracanga Aspidosperma desmanthum | Apocynaceae LPF
Caju-agu Anacardium giganteum Anacardiaceae | LPF

Cedro Cedrela odorata Meliaceae Nova Canaa
Cerejeira Amburana acreana Fabaceae Nova Canad
Cumaru Dypterix odorata Fabaceae Nova Canaa
Peroba-mica | Aspidosperma macrocarpon | Apocynaceae LPF
Piquiarana Caryocar glabrum Caryocaraceae | LPF
Roxinho Peltogyne confertiflora Fabaceae Nova Canad
Seru Allantoma lineata Lecythidaceae | LPF

As madeiras cedidas pela serraria Nova

Canaa foram depositadas na Xiloteca do

Laboratdrio de Anatomia da Madeira da UFRRJ com os respectivos codigos: Amareldo (7609),
Cedro (7613), Cerejeira (7610), Cumaru (7612) e Roxinho (7611).
=23 -



3.2 Caracterizacio Macroscopia e Microscopia da Madeira

Para a analise da estrutura macroscopica da madeira foi utilizada lupa com objetiva 10x
de aumento da marca DiagTech. Ja para descricdo da ultraestrutura microscopica, as madeiras
foram amolecidas em agua a 100 °C por 30 min. e submetidas ao corte de 2 um em micrétomo
para posterior exame sob microscopio eletronico de varredura (marca Hitachi, modelo Tabletop
Microscope TM3000).

3.3 Teste de Protocolos de Extracao de DNA de Madeiras Secas

As madeiras, j& identificadas, foram separadas em lascas com auxilio de estilete e
armazenadas a -80 °C. Com o intuito de evitar contamina¢do cruzada entre as amostras, cada
corte de madeira ¢ extracdo de DNA foram conduzidos separadamente por espécie e todo
material utilizado foi autoclavado antes e depois de cada corte / extragdo. Foram testados cinco
protocolos de extracdo de DNA a partir de madeira seca (cerne) (Tabela 6), com seis repeti¢des,
conforme descrito a seguir:

e Protocolo 1- adaptado de Doyle e Doyle (1990)

Tampao de extrag¢do: 2% p/v de CTAB, 2,5% de PVP, 2M NaCl, 100 mM Tris-HCI (pH
8,0), 25 mM EDTA (pH 8,0), 40 uL de B — Mercaptoetanol (2 uL/ uL de tampao).

Foram macerados 200 mg de madeira em nitrogénio liquido com auxilio de gral e pistilo,
ambos em porcelana. A amostra macerada foram adicionados 2 mL do tampdo de extragio,
previamente aquecido a 65° C. A solugio resultante foi transferida para microtubos de 2 mL e, em
seguida, adicionados 40 pL de f — Mercaptoetanol. As amostras foram aquecidas a 65 °C por 40
min., com agitacdes (+ 800 rpm) a cada 10 min. Apos 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 uL de CIA “cloroférmio:éalcool
isoamilico” (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 pL de Rnase A (100 pg/mL). Posteriormente as amostras foram
incubadas a 37 °C por 30 min. Finalizado esse tempo, 240 uL de alcool isopropilico gelado foram
acrescentados as amostras. O material foi homogeneizado vagarosamente e incubado a -20 °C por
2 h. Apos 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 pL de etanol absoluto e foi
realizada uma centrifugagdo 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 vacuo (Concentrator Plus Eppendorf). O pellet foi
ressuspendido em 20 pL de agua MiliQ autoclavada e armazenado em freezer -80 °C.

e Protocolo 2 - DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen)
Foram macerados 100 mg de cada amostra de madeira, separadamente, em nitrogénio
liquido com auxilio de gral e pistilo, ambos em porcelana. O DNA gendmico foi extraido de
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acordo com o Kit “DNeasy Plant Mini Kit” (Qiagen) de acordo com as recomendacdes do
fabricante. Apds a extra¢do, o DNA foi armazenado em freezer -80 °C.

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

Tampao de extragdo: 100 mM Tris-HCI, 20 mM EDTA, 3M NaCl, 5% CTAB, 1% PVP, 3
pnL de B — Mercaptoetanol (0,15% v/v).

Foram macerados 200 mg de madeira seca em nitrogénio liquido com auxilio de gral e
pistilo, ambos em porcelana e em seguida adicionados 2 mL do tampao de extracdo previamente
aquecido a 65 °C. A solugdo formada foi transferida para microtubos de 2 mL e foram
adicionados 3 pL de B — Mercaptoetanol (0,15% v/v). As amostras foram aquecidas a 65 °C, por
2 h, com agitacdo constante de 200 rpm. Em seguida, as amostras foram submetidas a choque
térmico (gelo a 5 °C) por 5 min. € um volume igual ao contetdo do tubo foi adicionado de CIA
“cloroformio:alcool isoamilico” (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. A fase aquosa, foram adicionados 1/3 de volume de acetato de sodio 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
centrifugacdo a 4.472 rpm por 20 min. a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado
com 400 pL de etanol 70%, seguido de centrifugacdo 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 vacuo (Concentrator Plus
Eppendorf). O precipitado foi ressuspendido em 20 pL de 4gua ultra pura autoclavada e
armazenado em freezer -80 °C.

e Protocolo 4 — adaptado de Doyle e Doyle (1990)

Tampao de extracdo: 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 B-mercaptoetanol.

Foram macerados 200 mg de madeira em gral e pistilo contendo nitrogénio liquido. O
macerado foi transferido para microtubo de 2 mL e acrescentado 1,4 mL do tampdo de extragao.
As amostras foram homogeneizadas por inversao a cada 10 min. e incubadas em banho-maria por
40 min. a 65 °C. Apos serem retiradas do banho-maria, as amostras foram resfriadas em gelo por
5 min. e logo apo6s, 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 pL da mistura
Cloroférmio: Alcool Isoamilico, 24:1 (v/v) com posterior homogeneizagio por inversio 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 uL de Alcool Isopropilico
gelado, o material foi homogeneizado por inversdo e incubado a -20 °C por 2 - 4 h. Ao final desse
tempo, foi realizada uma centrifugagdo por 20 min. a 11000 rpm e o sobrenadante foi descartado.
O precipitado foi lavado com 500 pL de etanol 70% gelado e posteriormente centrifugado por 5
min. a 11000 rpm. O precipitado foi seco a vacuo por 5 min. a 30 °C e o pellet foi ressuspendido
em 50 pL de TE 1X contendo RNAse na concentragdo final de 40 ug/mL e armazenado em
freezer -80 °C.
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e Protocolo 5 — adaptado de Novaes et al. (2009)

Tampao de extragao: 2% CTAB, 1,4 M NaCl, 100 mM Tris-HCI, pH 8,0, EDTA 20 mM,
pH 8,0, 2% de PVP, 2-mercaptoetanol (2% = 20 pL) e 35 pL de proteinase K (1 mg / mL).

Amostras de 200 mg de madeira seca foram maceradas em nitrogénio liquido com auxilio
de gral e pistilo até a formagdo de um p¢ fino, sobre o qual foi adicionado 1 mL do tampao de
extracdo, sendo realizada uma homogeneizacdo do material no tampao de extracdo. Logo apds,
foram adicionados 35 puL SDS 20% (w/v) e a mistura foi transferida para tubos de 2 mL que
foram incubados a 60 °C por 60 min. com agitacdo ocasional. Apos este tempo, os tubos foram
resfriados em temperatura ambiente, ¢ foram adicionados 600 puL de CIA (Cloroformio: Alcool
Isoamilico, 24:1) e o material foi homogeneizado por inversao 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 pL de CTAB a 10% (p/v) e 280 uL de
NaCl 5 M para posterior inversdo suave até¢ a homogeneizacdo. Foi realizada uma segunda adi¢ao
de 140 uL de CTAB a 10% (p/v) e 280 uL de NaCl 5 M, para posterior adi¢do de 1 volume de
isopropanol gelado. O material foi incubado overnight a -20 °C. Apos esse periodo, 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 pL de tampdo TE 1X [10 mM Tris-HCL, pH 8,0, EDTA 1 mM, pH 8,0]
contendo 10 pg/mL de RNAse Apor2ha37°C.

Tabela 6. Protocolos de extragdo de DNA e as respectivas concentracdes 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 2M 3M 2M 1,4M
Tris — HCI 100 mM 100 mM 100 mM 100 mM
EDTA 25 mM 20 mM 25 mM 20 mM
B - 2% 0,15% 2% 2%
mercaptoetanol
Proteinase K - - - Img/mL
SDS - - - 20%

3.4 Avaliacao da Quantidade e Qualidade do DNA Isolado

A quantidade do DNA foi determinada através da absorbancia no comprimento de onda de
260 nm em espectrofotometro (NanoDrop 2000c Thermo Scientific), enquanto a qualidade do
DNA foi obtida pelas razdes A260/A280 e A230/A260 (RACHMAYANTI et al., 2006). No
geral, a razdo da pureza do DNA ¢é em torno de 1,8 a 2,0 (SAMBROOK; RUSSELL, 2001). Para
confirmar a qualidade do DNA extraido pelos diferentes protocolos, foi realizada eletroforese em
gel de agarose 1% com Gel Red submetido a tensdo de 100V por 30 min. Foram adicionados 5
pL da amostra de DNA, 2 pL do tampdo de amostra (azul de bromofenol) e 2 pL de Gel Red
(Biotium).
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Os valores de quantifica¢ao e de pureza, obtidos para cada protocolo, foram submetidos a
analise de variancia no programa Assistat versao 7.7 beta (2014) e foi realizado o teste Tukey
para comparagao de médias.

3.5 Amplificacio de DNA de Madeiras Secas por PCR

Inicialmente, foi realizado um teste de amplificacdo com primers (Tabela 7) segundo a
metodologia de Swetha et al. (2014) e Nithaniyal et al. (2014) para amplificagdo de DNA
extraido de madeira de diferentes espécies.

Tabela 7. Sequéncias Forward (F) e Reverse (R) para a amplificagdo dos genes matK e rbcL por
PCR para madeiras

Mix de Primers Sequéncia 5°-3’ Espécie / Fonte
primers
Mix 1 rbcLa F ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC Cinnamomum
spp (SWETHA et
rbcLa R GTAAAATCAAGTCCACCCRCG al., 2014)
Mix 2 matK- ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC
IRKIM F
MatK - CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG Espécies TDEF*
3FKIM R - India
Mix 3 rbclLa F ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC (NITHANIYAL
etal., 2014)
rbcLajf63 | GAAACGGTCTCTCCAACGCAT
4R

* TDEF — Tropical Dry Evergreen Forest

Foram realizados dois testes de amplificacdo, um sem aditivo e outro com aditivo “PCR
enhancer” (Invitrogen) nas concentragdes 1x, 2x e 3x, com intuito de maximizar a amplificacao
do DNA a partir de madeira seca, uma vez que o aditivo ¢ frequente na amplificacdo de materiais
com DNA degradado. Os volumes aplicados, as reacdes, assim como a concentracdo e quantidade
dos reagentes na reacdo, estdo apresentados nas tabelas 8§ e 9. Controle negativo e positivo
(amostra de DNA de folha de Lophantera lactescens) foram utilizados para todas as reagdes.
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Tabela 8. Reagentes utilizados na reacdo de PCR, volume e concentragao final de cada reagente -
sem aditivo

Reagente Volume (uL.) Concentracio final
H,O ultra pura 19,15 -

Tampao 10x 2,5 Ix

Mg 50 mM 0,75 1,5 mM

Mix dNTPs 10 mM 0,5 0,2 mM
Primer forward 0,5 0,2 uM
Primer reverse 0,5 0,2 uM
Enzima Taq DNA 0,1 2U/ reagdo
polimerase Platinun

Amostra 1 -

Tabela 9. Reagentes utilizados na reagdo de PCR, volume e concentracao final de cada reagente -
com aditivo "PCR enhancer (PCRxE)"

Reagente 1x (nL) 2x (uL) 3x (uL) Concentracio final
H,O ultra pura 16,65 14,15 11,65 -
PCRxE 2,5 5,0 7,5 1x
Tampao 10x 2,5 2,5 2,5 1x
Mg 50 mM 0,75 0,75 0,75 1,5 mM
Mix dNTPs 10 mM 0,5 0,5 0,5 0,2 mM
Primer forward 0,5 0,5 0,5 0,2 uM
Primer reverse 0,5 0,5 0,5 0,2 uM
Taq DNA polimerase 0,1 0,1 0,1 2U/ reagdo
Platinum

Amostra 1 1 1 -

Para ambos os testes, a amplificagdo iniciou a 94° C por 2 min. e foram realizados 35
ciclos com as seguintes temperaturas: Desnaturagdo: 94° C — 30”; Anelamento: 55° C — 37;
Extensdo: 72° C — 1°20”, e finaliza¢do a 4° C.

3.6 Eletroforese em Gel de Agarose

A efetividade das reacdes de PCR foi verificada por eletroforese em gel de agarose a 1%
submetidos a tensdo de 100V por 30 min. Foram adicionados 5 pL de produto de PCR, 2 pL do
tampdo de amostra (azul de bromofenol) e 2 uL de Gel Red (Biotium).

Considerando que o Gel Red, ao ser utilizado na amostra pode influenciar na corrida do
DNA, ocasionando atraso na migracao, foi testada a coloragdo pds corrida na concentragao de 0,5
pL de Gel Red (Biotium) em 999,5 uL de H,O 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 fotodocumentacdo ChemiDoc MP System (BioRad).
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Figura 7. Ilustracdo das bandas marcadas a partir do marcador de peso molecular 1 kb (Avati).
Fonte: Invitrogen

3.7 Purifica¢do 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 reacdo de sequenciamento de nucleotideos foi realizada para
ambas as cadeias, forward e reverse, tendo sido utilizados os mesmos primers da PCR. A reacao
de sequenciamento foi realizada com a enzima Kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kits (Applied Biosystems). A corrida eletroforética das reagcdes de sequenciamento foi realizada
no sequenciador ABI 3730x]1 DNA Analyzer (Applied Biosystems) e as reagdes 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 Analise do Sequenciamento e Filogenia
As sequéncias 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 sequéncias para as amostras, a arvore filogenética foi obtida através do programa
MEGA 7 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estrutura Macroscopica das Madeiras

Foram observadas as principais caracteristicas das madeiras estudadas. A madeira de
amareldo (Figura 8) possui cerne amarelo e sem odor caracteristico, parénquima axial difuso
indistinto sob lente (10x), poros difusos solitarios e sem a presenga de tilos.

A madeira de araracanga (Figura 9) apresenta cerne amarelado levemente rosado ou
avermelhado e sem odor caracteristico. Apresenta parénquima axial indistinto sob lente (10x),
paratraqueal aliforme, madeira é porosa, com poros solitarios e sem tilos.

A madeira de caju-agu (Figura 10) possui cerne em tom de branco amarelado claro a
branco amarelado rosado e sem odor caracteristico. Apresenta parénquima axial visivel apenas
sob lente e classificado como paratraqueal aliforme, com porosidade difusa, poros solitarios e
multiplos, parcialmente obstruidos por 6leo resina, além de raios visiveis apenas sob lente.

A madeira de cedro (Figura 11) possui cerne de cor castanho claro rosado a castanho
avermelhado e odor caracteristico. Apresenta parénquima em faixas marginais € 0S poros
obstruidos por 6leo-resina ou, as vezes, por substancia de cor clara.

A madeira de cerejeira (Figura 12) possui cerne em tom de castanho com algumas faixas
mais escuras e odor agradavel. Apresenta parénquima axial do tipo paratraqueal aliforme e
vasicéntrico, formando algumas confluéncias em pequenos trechos, com porosidade difusa, poros
solitarios e multiplos, além de, as vezes, serem obstruidos por substancia branca.

A madeira de cumaru (Figura 13) possui cerne castanho escuro e de aspecto fibroso.
Apresenta parénquima paratraqueal aliforme confluente, associando alguns vasos.

A madeira de peroba-mica (Figura 14) ¢ porosa com cerne amarelado a bege e sem odor
caracteristico. Apresenta parénquima axial indistinto sob lente (10x), parénquima axial
apotraqueal difuso, com poros solitarios e sem presenca de tilos.

A madeira de piquiarana (Figura 15) apresenta cerne bege a acastanhado, com parénquima
axial visivel apenas sob lente e o parénquima apotraqueal difuso e difuso em agregados formando
uma trama com os raios, podendo apresentar finas faixas marginais. Os vasos sdo visiveis a olho
nu, apresentam porosidade difusa, poros solitarios e multiplos; e podendo ser obstruidos por tilos.

A madeira de roxinho apresenta cerne roxo (Figura 16), sem odor e aspecto fibroso
caracteristicos, com parénquima axial paratraqueal aliforme confluente e marginal em linhas
finas. Os poros sdo visiveis a olho nu, solitarios, vazios ou obstruidos por 6leo-resina.

A madeira de seru (Figura 17) apresenta cerne bege amarelado, com odor perceptivel,
com parénquima axial pouco visivel a olho nu, do tipo apotraqueal reticulado. A porosidade ¢
difusa, os poros sao solitarios, alguns podem ser multiplos, em sua maioria ndo sdao obstruidos
por substancias.
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Figura 8. Madeira de cerne de amarelao: (A) Corte transversal - lupa aumento de 10x; (B) Corte
transversal microscopia eletronica de varredura (MEV) - aumento de 300x escala de 300 um
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Figura 9. Madeira de cerne de araracanga: (A) Corte transversal - lupa aumento de 10x; (B)
Corte transversal microscopia eletronica de varredura (MEV) — aumento de 100x e escala de

1mm

Flgura 10. Madeira de cerne de caju acu: (A) Corte transversal - lupa aumento de 10x; (B) Corte
transversal microscopia eletronica de varredura (MEV) — aumento de 300x e escala de 300um
231 -
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Figura 11. Madeira de cerne de cedro: (A) Corte transversal - lupa aumento de 10x; (B) Corte
transversal microscopia eletronica de varredura (MEV) — aumento de 250x e escala de 300pum
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Figura 12. Madeira de cerne de cerejeira: (A) Corte transversal - lupa aumento de 10x; (B) Corte
transversal microscopia eletronica de varredura (MEV) - aumento de 250x escala de 300 um
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Figura 13. Madeira de cerne de cumaru: (A) Corte transversal - lupa aumento de 10x; (B) Corte
transversal microscopia eletronica de varredura (MEV) - aumento de 500x escala de 200 um

Figura 14. Madeira de cerne de peroba-mica: (A) Corte transversal - lupa aumento de 10x; (B)
Corte transversal microscopia eletronica de varredura (MEV) - aumento de 400x escala de 200
um
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Figura 15. Madeira de cerne de piquiarana: (A) Corte transversal - lupa aumento de 10x; (B)
Corte transversal microscopia eletronica de varredura (MEV) - aumento de 100x escala de Imm
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Figura 16. Madeira de cerne de roxinho: (A) Corte transversal - lupa aumento de 10x; (B) Corte
transversal microscopia eletronica de varredura (MEV) - aumento de 300x escala de 300um
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Figura 17. Madeira de cerne de seru: (A) Corte transversal - lupa aumento de 10x; (B) Corte

transversal microscopia eletronica de varredura (MEV) - aumento de 500x escala de 200um

4.2 Avaliacao de Protocolos de Extracio de DNA de Madeiras Secas

Foi possivel extrair DNA de madeira seca, a partir do cerne, para todas as espécies
testadas, com diferenga significativa (Teste Tukey 1%) entre os protocolos para a concentracao de
DNA (ng/uL) no comprimento de onda a 260 nm (Tabela 10).

Tabela 10. Concentracdo de DNA (ng/uL) das madeiras em cada protocolo testado

Nome vulgar

Protocolo 1 ’ Protocolo 2 ‘ Protocolo 3 | Protocolo 4 | Protocolo 5

----- Concentragdo de DNA (ng/puL)

Amareldo 242,86 a 6,35b 63,13b |243,78 a 30,76 b
Araracanga |298,23 ab 1,63 ¢ 198,40b |327,26a 65,63 ¢
Caju-agu [157,36 a 2,33d 101,80 ab 64,03 be 4,96 cd
Cedro 122,13 b 3,20¢ 77,68b 233,46 a 6,83 ¢
Cerejeira 83,73ab |11,23b 223,68 a 88,00 ab 52,10 ab
Cumaru |114,85b 1,55¢ 89,83b 400,40 a 43,95 be
Peroba-mica | 140,23 b 2,35d 69,93 ¢ 268,25 a 8,61d
Piquiarana | 115,67 a 420b 10,70 b 103,86 a 5,36 b
Roxinho 62,90 b 2,28 ¢ 32,36 bc 257,06 a 781 ¢
Seru 267,66 b 4,28d 57,70 cd |513,10 a 142,15 ¢

Médias seguidas da mesma letra, na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey 1%
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De uma forma geral, a quantidade de DNA obtida foi satisfatéria, considerando o tipo de
tecido utilizado, o cerne seco. Para Asif e Cannon (2005), o rendimento de DNA a partir de
madeira seca ¢ considerado 6timo para quantidades iguais ou superiores a 50 ng/uL.

No entanto, 0 DNA gendmico das amostras ndo pode ser visualizado em gel de agarose a
1%. Estudos realizados por Jiao et al. (2012) mostraram que as quantidades de DNA extraidas do
cerne seco foi de 7,90 ng/mg no método CTAB e de 8,38 ng/mg com extracdo pelo kit Qiagen,
nao sendo possivel ser observado ap0s a eletroforese em gel de agarose a 1%.

A ndo visualizacdo em gel de agarose ocorre por tratar-se de DNA extraido de amostras de
cerne seco, tecido rico em carboidratos (celulose) e fendis (lignina) (LOWE, 2008), além de
apresentar células mortas e mais antigas (KLOCK et al., 2005).

Para o controle da qualidade apds a extragdo, o DNA de alto peso molecular e integro apa-
recerd no gel como uma banda bem marcada com um tamanho acima de 12 kb, porém o arraste
indica degradacdo do material (VINOD, 2004).

O DNA do cerne ¢ gradualmente degradado durante a sua formagdo, por agdo de
nucleases e pelo processo de morte celular (BAMBER, 1976), ocasionando uma diminuig¢ao
intensa de fragmentos na regido do DNA (JIAO et al., 2013).

Estas caracteristicas do cerne séo responsaveis pela degradacdo do DNA, resultando dire-
tamente na baixa qualidade do material extraido, impedindo a visualizagdo das bandas por meio
de eletroforese em gel de agarose apds a extragdo. Contudo, esta dificuldade pode ser corrigida na
amplificagcdo por PCR (COLEY; BARONE, 1996; SWETHA et al., 2014).

Ja no que diz respeito a qualidade das amostras (Tabela 11), obtida por espectrofotdmetro,
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. Anélise da qualidade, em funcao do grau de pureza, das amostras de DNA (Razao
A260/A280nm)

Nome vulgar | Protocolo 1 | Protocolo 2 | Protocolo 3 | Protocolo 4 | Protocolo 5
--------------- Razdo A260/A280 ---------------

Amarelao | 1,15 bc 1,49 a 1,10 ¢ 1,33 abc 1,37ab
Araracanga | 1,41 ab 1,79 a 1,29b 1,35 ab 0,62 ¢
Caju-agu | 1,17b 1,67 a 1,21b 1,22 b 1,58 a

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

Cerejeira | 1,18 ab 1,07b 0,69 ¢ 1,40 a 1,18 ab
Cumaru |1,06b 2,08 a 1,17b 0,79 b 091b

Peroba-mica | 1,32 ab 1,93 a 1,14b 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 ¢ 1,L11b
Seru 1,17 a 1,40 a 1,15a 0,77b 1,19a

M¢édias seguidas da mesma letra, na mesma linha, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey de médias

ao nivel de 1% de probabilidade
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O DNA apresenta seu maximo de absor¢do em 260 nm, logo sua quantificacao ¢ feita com
base na absorbancia nesse comprimento de onda. Os compostos presentes na madeira, como as
proteinas, mostram absor¢ao na regido de 280 nm, devido a diversos aminoacidos (fenilalanina,
cisteina, cistina, metionina, triptofano, histidina e tirosina) (ZAIA et al., 1998). A pureza da
amostra de DNA ¢ analisada pela razdo A260/A280, a qual indica a rela¢do entre a quantidade de
acido desoxirribonucleico e a de proteinas contaminantes (GALLAGHER, 2011). A razao ideal
para isolado de DNA com baixa contaminac¢do por proteinas ¢ de 1,8 a 2,0 e este ¢ classificado
como puro (TECHNICAL BULLETIN, 2012).

Razdes abaixo de 1,8 indicam possiveis contamina¢des por fenol, proteinas ou algum
outro componente. Quando nao se obtém o grau de pureza de 1,8, € necessaria a realizacao de
ajustes no protocolo ou purificacdo de DNA, a qual pode ser feita com utilizagao de kits.

Outras substancias presentes na madeira como os fendis, carboidratos, além de guanidina
residual presente nas colunas de kits para extragdo de DNA, mostram absor¢ao na regido de 230
nm (WILFINGER et al., 1997). Dessa forma, a razdo A260/A230 indica a qualidade das amostras
de DNA quanto a presenca ou ndo dessas substancias (Tabela 12).

Tabela 12. Andlise da qualidade das amostras, em fun¢do do grau de pureza, de DNA (Razao
A230/A260 nm)

Nome vulgar | Protocolo 1 | Protocolo 2 | Protocolo 3 | Protocolo 4 | Protocolo 5
--------------- Razdo 230/260 ---------------
Amareldo 0,33b 0,32b 0,34b 0,47 a 0,27b
Araracanga 0,47 a 0,11b 045a 0,42 a 0,09b
Caju-acu 0,33 a 0,09b 0,40 a 0,37 a 0,12b
Cedro 0,27 a 0,13b 0,33 a 0,29 a 0,13b
Cerejeira 0,28 b 0,19 ¢ 0,34 0,43 a 0,29b
Cumaru 0,47 a 0,07b 0,51 a 0,54 a 0,18b
Peroba-mica 0,39b 0,09d 1,14 a 0,33 be 0,22 cd

Piquiarana 0,33 ab 0,15 ab 0,45 a 0,24 ab 0,12b
Roxinho 0,17b 0,10 ¢ 0,20b 0,41 a 0,20 b
Seru 0,36 a 0,15a 0,37 a 0,35a 0,24 a

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

Diante da andlise dos resultados obtidos na razdo A230/A260, apesar do protocolo 4 ter
apresentado, em geral, os maiores valores quanto a esse aspecto, foi possivel constatar que, para
as madeiras testadas, o nivel de pureza foi muito aquém de 1,8. Esse resultado se deve ao fato de
haver predominancia de substancias fenolicas na amostra, o que ja era esperado pela composig¢ao
quimica caracteristica do material estudado.

Mazza e Bitencourt (2000) explicam que contaminantes, como 0s compostos
polifendlicos e terpendides, muito presentes no cerne da madeira e liberados durante a lise celular
aderem irreversivelmente ao DNA, inibindo a digestdo com endonucleases de restrigdo e/ou a
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amplificacao através de PCR. O rompimento da célula também libera polissacarideos, os quais
sdo de dificil separagdo do DNA (LODHI et al., 1994).

Todavia, assim como foi mencionado para a razao 260/280, as impurezas detectadas na
razdo 260/230 também podem ser purificadas na etapa de amplificagdo.

4.3 Amplificacdo 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
possivel verificar que o protocolo 2, apesar de ter fornecido as concentragdes mais baixas, porém
as melhores purezas, permitiu a amplificagdo para a madeira de amarelao. O protocolo 5 também
amplificou para amareldo. Com isso, no teste preliminar para a escolha dos primers na auséncia
de aditivo, foi constatado que os trés primers atenderiam ao objetivo de amplificar o DNA das
madeiras testadas (Figura 18).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1

850 pb

850 pb

Figura 18. Teste de amplificacdo dos produtos de PCR para as madeiras amareldo 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 — amarelao Protocolo 1; 4 —
amareldo Protocolo 2; 5 - amareldo 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 — amareldo
Protocolo 1; 4 — amareldo Protocolo 2; 5 - amareldo 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 rbclLa-F 5’ — 3° e rbcLajf634-R
5> =3 : 1 — marcador; 2 — controle positivo (DNA de folha de (Lophantera lactescens); 3 —
amareldo Protocolo 1; 4 — amareldo Protocolo 2; 5 - amareldo 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.
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Quanto ao gel das amostras submetidas ao aditivo foi possivel 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 ndo mostrou resultados satisfatorios para as
amostras inicialmente testadas (Figura 19).

850 pb

Figura 19. Teste de amplificacdo dos produtos de PCR para as madeiras amareldo e cerejeira
com aditivo PCR enhancer: A) Gel de eletroforese para os genes rbclLa F e rbcLa R (PCR
enhancer) 1 — marcador; 2 — controle positivo (DNA de folha de (Lophantera lactescens); 3 —
amarelao Protocolo 1; 4 — amareldo Protocolo 2; 5 - amareldo 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 — amarelao Protocolo 1; 4 — amareldo Protocolo 2; 5 - amareldo
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
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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 — amareldo Protocolo 1; 4 — amareldo
Protocolo 2; 5 - amareldao 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 Amplificacdo de DNA

Diante das avaliagdes realizadas para a selecao de primers, foram escolhidos os genes
rbcLa-F e rbcLajf634-R, sem aditivo, para a amplificacdo de todas as amostras de madeira e foi
possivel obter os resultados listados na tabela 13 de acordo com os protocolos testados, onde “+”
indica o protocolo que permitiu amplificar o0 DNA de madeira de cerne seco. Os resultados
satisfatorios de eletroforese realizada a partir da PCR do DNA extraido pelos protocolos 2 e 4
estdo 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
--------------- Amplificagdo das amostras ---------------
Amareldo +
Araracanga +
Caju-agu + +

Cedro +
Cerejeira +
Cumaru +
Peroba-mica +
Piquiarana +
Roxinho +
Seru +
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M C+ C- R €C CM AR PR AM CD SR CJ PQ

850 ph

M C+ C- R C CM AR PR AM CD SR CJ PQ

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 apds 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 — Amarelao,
CD — Cedro, SR — Seru, CJ — Caju acu, PQ — Piquiarana
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M c+ C- R €C CM AR PR AM CJ SRCD PQ

M C C R CCM AR PR AM CJ SR CD PQ

P

B

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 apos 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 — Amarelao, CJ
— Caju agu, 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 possivel observar que o
protocolo 2 (kit Qiagen) € o mais indicado para extragcdo de cerne seco, visto que foi obtida uma
melhor amplificagdo a partir do DNA extraido com este protocolo.

O uso do kit Qiagen (protocolo 2) tem sido citado na literatura por apresentar resultados
satisfatorios na amplificacdo de DNA de madeira, sendo este dado corroborado pelo trabalho com
madeira arqueoldgica de Populus euphratica (JIAO et al., 2015); extragdo de DNA de madeira
seca de Cunninghamia lanceolata (JIAO et al., 2012); para a caracterizagdo de espécies da
familia Dipterocarpaceaec (RACHMAYANTI et al., 2006).

Quanto ao gene marcador rbcL utilizado na amplificagdo, a escolha se deu com base na
sugestdo do CBOL — Plant working Group  (2009), um consorcio para a criagdo de DNA
Barcodes de espécies vegetais, que menciona marcadores que compreendem regides codificantes
presentes no genoma do cloroplasto.
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4.5 Analise do Sequenciamento

Os dados obtidos permitiram observar que foi possivel sequenciar o material genético das
madeiras testadas (Figuras 22 a 31). As sequéncias 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”)

1 » 3 a t " n W L 0] e 1
O A0GT TOG AW GCTAGTATT AAGAGT CAATT GAETTATTATACT COTG AT ALCAAACLAAAGT CTAATATCTTGACAGCATTCCA AT A TCCTCAACCOGO AQTTEC

130 Ho 150 1w 1 1% 1% bl i e o W0
GAAGAAGEAGG AGECACAAT GCTOCTG AN TOTTCT AL TOGTACAT GG ACANCTOTGTGGACCGATGG ALTTACTAQCCTTO ATCATT AL, A GGACOATGO T ACCACATCGAACCCaTTCC

o L L e o A o

250 %0 m 280 % 10 e 320 330 M0 150 %o n
AGAAGAAGATC AATAT AT TG T AT GTAGCTTACCC T T PG ACCTT T TTGAAGANGGT TCT GITACT A CATGT T TACTT CCATC GI AGGT AT GT ATTTGGGTTC A AGDCCTACGEGLTICT)

EL m 400 e e Ry o a0 460 R 430 49
TOIGGAAGI TTOCGAGTCCCTCCGACTIATATT A AACTITCC GG ACCOCCTOATUGC ATCCAAOTTOAGAGIOAT AT TAAAC AT AT OOT COTCCCCTATTOGAATGT A CT AT T

Reverse (5°-37)

1 u n A0 » “ b L » 1w LU
GT G TAK A TCG TTTTATOTCOTTTGGT W AT GTCOCCACE A WG TCAT A ACTRCCOT A CG TAGTTTTTAGCGG AT A ALCCOANTTTAGGT TTAAT AGT ACATC

mn 30 iw 400 a0 % a3 o % A A e
GIGGT AGCATCGCCOTTTGT A LG ATC AN GEOTGOT ANGT CCAT CGGET OO ACAGT TG TOCATGT ACLAGT AGAAGAT TCGGCAGLTACC GOGGCT CCTGCTTCITCGGET GG 0T 000

Figura 22. Eletroferograma do sequenciamento da madeira de cerne de amareldo
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Forward (3°-5”)
13

10 u 0 0 A\ “ * [ L 10 1o
@ TTG O AMEAAGCTAATGTT A0 O TATAAMT T GACTAAT TATACTECTS ACTATA AR CEA A AGATACTA ATATCE TAOC AGEATTECGAOT AL TCLTCAACCTAG AGTTECGE

AT AY @) g s 1 )

1o 10 N 10 " L] 1% m 30 20 0 w
CTO GGG GATOCTACAAT 00 TACTA I TCTTETACTGAT AL ATAGACACTGYATOG A COG A TOOGCT TICCAATCTTAATCOTTAT L AAGEAC G A TGCTACCACAT COABECCATTO

0 " i "W " w0 “w 1 i 0 i "
TACATCTAGAGIATTTOCGAATCCCTELTACTT ATTOAALACTTTCC OO CCCAU CTCATAQCATCCAAGTTOAGAG AT AT TAMAC LT ATAAT CACCOCCT ATTAQGCOTAT ALCTATT
Reverse (5°-37)

10 20 » o » “w n W W 1w 1o 120
GGWGTTG, TC@® TTCTCGTCGTCTTTG G A A TCW GT COCACGTAG CATTCATAAACAGETOTACCAT AAT TET TAGC AGATAMCCCCAATTTAGGT T TAATAGT A CAGCOCAAT A

o w 0 A A 430 o " W i w %
TAGTAQCATCOCCCTTTATAACOAT CALCACTAAT A \GOCCATCGATCCACACAGTTATCCATAT AC0AGT A0 GATTCAGCAACT ACCOC AGEACCTACTTCCTCAGALAG A CTCCAGATTA
Figura 23. Eletroferograma do sequenciamento da madeira de cerne de araracanga
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b b
Forward (3°-5”)
® b 3 40 s L n
A GAGEGGTTGE ATC AGCTGGTOTT AGGT TAT AT TGACTTATTATACTCLTG LTATG A AL AMG AT ACTGAT ATCT TGGCAGCAT TCCG G TAALTCCTCALCLTGG AGT TLCC

3% 410 N Ho 40 47 8L 1%
T '.CG‘ICTGG AGGATTTGCGAAT CC('I'CCTGCTI’ ATTCGAAAACTTTCCA 'MCCCGCCTC ATGGCATCCAAGTTGAGG G \l‘;‘ur\TTG AACAAGTATGGT CGOCCCCTATTGGGCTGTACT AT

Reverse (5°-37)

0 0 » 4 0 [ L) W % 1w 110 120
G CTOTTOGT A TCG T I0TOATCGECTTIGOT A ATCU GTCOCCGCGT G COTO T ABCGCTCTACCAT AT TTTTAGE AG T AV COCCUATTTTOETTTAUTAGTACAGECCAATAD

A W A M g ;J'WL‘I""'“"-JJ\"M M

116 150 110 1 170 ) 1% 0 0 m b M
GOOACAACCATACTTOTTONTTIATCTCT CTEACTTAGATOCCATO AGACAGACCTTAG A AMATTITC QAT AL OCAGOGAAGT TCAC AL ATECTCRAGACAT A 0AGCACAT \GAaCTTTO

p b0l m w m J n Jw il o o Ju m
AACRCAMATACATTACCEACAATGGANGT A ATGT TAGT AN CAGAACCTTCTTC L G AT CTAAGGOGT A GCTACAT AAGCANT AT ATTGATTITOTT CTCCAGC A CGGG CTCGATATGG

(WA M [y h fhﬁ(ul ! M\ Mk i /‘M

40
rac \‘ICIC(’TTI \TA!CO\N.‘\ O‘CTOCII \\MCC'TNGTCC‘L‘ A/ \GTTOT(‘C \raraee \OT Ao ‘TYC acaacr \C(‘O(‘\GGIC(‘TON'H‘C'IC «acaas \('T('C\GO'ITOWG

Figura 24. Eletroferograma do sequenciamento da madeira de cerne de caju agu
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Forward (3°-5”)

10 n 30 M Y w bl » w 108 1 10
CAVGG C T TTCCTIRCTEGTAT TG QT TAT AT T GACT TAT TATACTCCTG ACTATE A LA MG AT TG AT ATCT TEGEAGE ATTOCGIGTLLTECTEAMCTGG \GT TCC G

1 e oo A L A% Ao oo o L AW i
CTACATETO0 00 TTTECQ A TCCCTECTACTIATT COAATTT L BACCCOCCT CATOOCAT ECAAATTOAAGAGAT AAATTONAC AT ATGAT COLCECrT ATTOOACTETACTATT

Reverse (5°-37)

1 20 » “ 50 L v 0 % 10 10 120
G@ATTO 0L TCO TTETCOTCATETITAAT AA TEAGTCCC COLOTAG LT TEATA G CTCTALCAT AT TLETTAOCAG A T A CCCATTTAGATTTAATAOT WAOLCCAATAG

ey " o A0 w 130 W 450 60 i~ 150 w
GGTAGEATCGCCCTTTAT AACGAT CANGACTGET AGECCATCGGTCCACACAGTTGT COATATACCAGT AGAAGAT TCAGOAGET ACCECAGCACCTOCTTCOY CAGGOGE A CTCOAGUT TGAG

Figura 25. Eletroferograma do sequenciamento da madeira de cerne de cedro
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Forward (3’ —5°)

10 0 i W 9 LU » L 0 1w 1 120
WET T0 TCTOCTOGTGTT AL GATATAMTT GLETTATTATACTCOTGACTATEAMLC A G T OTGATATCTT GOCAGEATTCCAAGT AT COTCAALCTGE \GTTCC GICT

10 1 1% 180 1" 1w W m 0 b mn W
GGG AGGETGET W EGTAGTGCTG A TCTTCTACTOGT WATGG ALV CTGTGYGG A CGATGOGC TTACCAGTCTTGATCGTTAT VAGGGOG AT GO TACCACAT CGA GEOCGT TG TGG

;l A “Hm A ln T tlm TR

W n L ™ i Ho 1o
NOMOUMN." ATATATTOCTTAYGTAGCT TACCCC T TAGACCTTTY MAAOMW'IN GITACTANC le’TT WTTECATTAT666T ‘10!‘ ATTTOGGTTC ROCCCT*COCW'IN \L‘O

{ | f | '
f' | x | Al "r“\ Al \ AiAat, ‘I A r| l ‘,'-‘ ”I |\' al [N |
&l‘ "“ LAV 10 0‘ I M‘» LI 1 """m”_ i , VUL
o A0 Ao R N o ER] W "N ] R
Yeroo \(lo.n'r‘mcmAICCC!C("I‘MTAHCO‘\.\ AMETTTCCAAGOCCCACCTEATGACATCC AAUTTAMOAQAGT AT TANACAAGTATGUTCACCCOCTATIOO0CTAT ACTAT FARAL

Reverse (5°-37)

10 bl L o o “w W W w 180 1 120
A G QGGG TE G TTCTCGTOGTETTTGGE AVTOM G C0C TG DG T G AT TEATAACAGE TETARRG TA AT TOT TAGEAG AT A CC LA ATTTAGGTTTAATAGT ALAGE COA T A

130 11 150 150 i L] 1% 200 20 o] o b
GGGGACA \CCATACTIGTTCUTTTATOTETCTCANC TTOG ATOCCATE AGOCAAACCTTON L TTTTCO A TAAGCAGE AGGA TTCAC L ATLCTECACTT AT WGEBCaT (aaae

M; f'ml"ﬁf\"‘ﬁ VA &“JM fAM rh MWW\MM ey 'AﬁMﬂMf\'M /‘M/\MAMMNWA ﬂMA

n
TG, &CCC\ AATACATTACCCACA \TGO AMGTA ucﬂm TAGTA '(' G \('cTrcrr(‘\u A/ »oorcwmmr AGETMATA «m ATATAT ra ATTTCTTCTCCAGEANCGGGCTCGAT

m i 9w a0 Ao R 4o MU " 0 i a0 %
ATGATAGCATCOCCETTTATARCAAT LANGALTAAT A ABCCCATCAOTCLACACAGTTOT COATAT ALLAGTAGAMGATT EAGLAGTT ACCGCAGE A CTACTTECTCAGGCOG A CTCLACOTT

Figura 26. Eletroferograma do sequenciamento da madeira de cerne de cerejeira
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Forward (3°-57)

10 0 n L L] o N " w .p 110 10
Qoo TTO0G ATCATACTAOTATT &« GU TATA T TAMLTTATTATACTCCTG ACTATGACCC AT WTA ATATCTIGAOAGCATTCCGAQT LT ECTOAACCTA0 AOTTCCAC

M0 E] m w0 % 100 10 m 10 i 0 0
QYO0 GAGA T CATTTATTGCT TATGT AGOTTACCCTTTAQACETTTITGAAGA MIGT TCYOTTACT AN CATOT TTACTTCCATTOTGGET AATOTATTTGGOTT 4L AGECCT A 000G

g s o A l R LR L

m i 100 L 2 " i 1w
FOTCaTeI66 GG T HOCOMT COCTACTOCTT AT ACT A ANCTTTCC GG \CWCL’I‘CA?OOT ATee MOTTO&O:’D GATANATTG 'ACA .\mnm\'eorcccct ATEGGOATGIACTAY

Reverse (5°-3°)

1" B » L S0 “w » L » 100 1 120
GOEGWAGG A G TUWTTTATATOTCTITTGGN MATOM GT COCCGOGE AGCATTCAT A A CAGETCTACCGT VAT TTTTAGCG GAT ATCCOMTTTGGATTTA TAGTACAGECCANT AGG

130 140 1% 160 1 18 " bl 10 w 50 Mo 0
GACACCATACTTATTCOTT TATCTCT CTCAMCTTAAATACCATAGAACAATCCTTAG AGTTTT AGAATAAOC D GAGGGTTCAC L ATCCTCCAA AT AG A 0CACaT \0GarTTTo

ottt Al ’\' Ml‘ i, .u

AMCCCAN/ \T A\C \"AC(.‘C!CE '!TGOMOYM AQ \YOYHO‘I aeag \\CC"(’TY(’M \/ uoam \.\AMOT HOCTNC \T AAGCA \Tﬂ\T \TTGATTTTCTTWCWOCNOOOOOTCG TOTGG

L M"* ' O lL

130
FAGe ncorccm rasca A'I‘CM(S AT GGTA h.OTCC \TOGOTCC W -‘CAOTCGTCC TG \CC-\GT GA -\B TTeaGe \OCT ACCOC \OCCC(TOCI'TDC‘I’CMOCGG \AC!‘ CCAOGTTOAGO
Figura 27. Eletroferograma do sequenciamento da madeira de cerne de cumaru
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Forward (3°-5”)

10 0 W W 0 w » W 0 o 10 1
A GG TOAT GOTGO TGTT NG AT AT TG T TAT TATACTCCTOACTATG A L CANAATAC TG AT ATCT TGGEAGCAT TG TAACTCETCAACCTGaAGTTOCGECT

il 0 N b w0 » o 20 n e i) " n
GOOAOAAMATCATATAT TOCTTATETAGCTTACCCCTTAQACCTTT YT QA A AT TOYATTACT L ACATATTTACTTCCATTOROOGT AT QT ATTT GO T CABCCCTACGCACTOT

i W ‘nxfll"q‘l‘.h I‘u'i.'ﬂ“v '1"1’“ “ f||"!'|,h, il '\‘n | ‘J‘lp iy n"'l"’\l'l .llur —‘l‘ I‘.‘I"‘ Il I‘Uh‘" ﬂ"l‘lf "I 'l ‘I i

o B 08 Ao ] o o 0 6 N i 90
CATCTAQQAATTTACOANTCCCTCCTACTTATTCOAN ALTTTCCALQOCCCOCCTLATOACATECA QT TOAQQAQAT AL ATTA ACAAT ATOATCACCCCCTATTGOGCTT (CTATT AN

Reverse (5°-37)

13 W 30 w Lo & LJ » w 100 1L 120
G TGAATAIGG TCG T TOTCG TCGTCTTTG AT O ATCWM GTCOOGCG TG ACATTEATA A G CTCTACCGT A AT TCTTAGEAG AT A ACCCCANT T Y AGGT TTAATAGT ACAGCCC AT

in W ke 00 ai0 420 430 40 450 460 L i A%
GIGGT A GCATCGCCO T TTAT A CGAT CANMGACTGGT AAGECCATCGGTCCAWCACAGT TGT COATGT ACCAGT AGAAGATTCAGUAGCT ACC GO AGCACCTGCTT OO T CAGGCEGANCTCCAGGT YG

Figura 28. Eletroferograma do sequenciamento da madeira de cerne de peroba mico
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Forward (3°-57)

10 A W Ll 0 4 " W W 1 10 10
AAKEEE TR G TOAC QEIGATGTT A GAVATAATT GATTATTATACT CCT GACYAT G MG AT AT GATATCTTGAC AT TECGAAT A TECTEACETRA GITeCOcc Y

L b Ml b mlz xulnum

15 U] W b w
GGG GG OCTG GGT L NCTO WICTICTACTGAT ‘L‘I\TGG N ‘\CTGI‘GTW CCGATGGAETTALCAGTCTTGT CGTI‘ ATAA sOG(l‘(I ATGETARCALATEG .\GCCCG\‘N(‘TGG

Ml MMMM"" nu‘d\m{v, "

"W " Ll ™ M 1 n
AGAAGASAATCAATATATTGOT TATGTAGE TTACCCLTT '«G'VCCTTITTO\\GK samcrcm ‘fT\\l‘\TGTTT\ETTCC\TWTGWTHI'WNTTTGBG\‘IC‘A AGCCCTACHGeTCTACGT

"~‘IH"'"'|'- Il A ll ll ! ""' ““"' T

n 1 0 L 1% ) Mo 19 w Ll " "W n
CTGGAGOATTTO GAATCCCTCCTATTATTOGA A ALTTTCCANGGLCCGCTLATGOCATCCA BT TAMGAGAGAT AL ATY GAACAMGT ATGGT COECCLCTATTGRGUTGE ACTATT AT

Reverse (5°-37)

10 20 1 » S0 60 » a0 n 100 1 120
€ CEOTI000TCG TICTCATCOTCTTTOAT WTCu GTCCLCOCA T4 CATTCAT A LB TET AL COT AN TOTTAGC A0 AT AACCCCAATTTAGATTTAATAAT ACAAC CCART

150 " 110 %0 N 1 1w 0 o o 200 M
AGGGGGEGACATACTTGY TCATTTATCTCTCTCACTTGGATGOCATG AGGL GGGCOTTGG A AGTTTTCGANTAAGE AGG AGGGATTCGCAANT CCTCCAGALGT AG AGE GUGT AGGR:

A M ""‘“ Wt h ot e

%0 P m m m 30 e 20 1o M 1 o ™
TTTGAACCCAMATACAT TACCCACAATAGAMGTAAACATGT TAGTAACAGAACCT T CTTCALAAGAT CT MG GOGT AN GCTACATAAGEAATATATTGATTTTCTT CTCOAGC AL CGAGET CGATG

s w Ao a0 an 4 o "~ 460 0 A% "
TOGTAQCATCACCCTTT AT AACOATCAAGACTOAT A ACCCATCAATECACACAGTTATCCATAT MCAAT AGAAGATTCAGCAUC T ACCAC WEACCTACTTECTCAOUCAA A ACTCCNOOTTO

Figura 29. Eletroferograma do sequenciamento da madeira de cerne de piquiarana

-52-



Forward (3°-5”)

n 0 n w w “ N b b 100 e 1o 150
GGl TGATOT AT CITICTET TT TR TOCTGTOCT CO0 CTTT A 00 CATG TR T ACACAA CATT TETTTUTETCTTACAGTOGE A4 A A CL 06 L0000 ATETATGOTTT AT

%0 m w % i in 1 EL W LU i n o
TOITACTAGEATTEACATO0 A AL ATTOCT OECATOO0 00 TG AC A AG GCITGAOT CACCCTOCTO0 T A LTTAACTTCRIGCTTTATCATTITTEAATCTAE T TEATAATCTOATC 0

ot "" Ik 'f"“/“‘ ' I

Toa l'ﬂYTCL\f.‘C N CCTGCH.:IYCL\.'.\.\C"TCCL\MCBCMC!C 'L’(IG\JJ’C(L\.\GTN\T WAT \.mﬂn.\l‘_\.\m \mmcocm:ccr \ITUOOCTOT ALTATTA ‘.\CL‘! AN '.TTG\GG
Il
\ |

Reverse (5°-37)

19 » n %0 » w ha " " 100 n 1
GG TEOGG TTAETHCTICT TOGICT TTGGT ¢+ ATCW GTCOCCGEG TG AT TOAT A ARAGETCTACCGT T T CT TAGCAGAT W CCECA AT TTAGGT T T AT AGT ALAGECC AT A

o 1w A 4o AN Ll 440 1% A L w A%
TAOTAGCATCOCCCTTTATACGAT CAAGAETOGT A GECCATCOOTCCACACHOTTGTCCATGT ACCAOT A0 0 TTCAEEAGETACCGRAGCAL CTGCTTEC TCAGICGG A ACTCCAGAT TG

Figura 30. Eletroferograma do sequenciamento da madeira de cerne de roxinho
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Forward (3°-5”)

10 w » » 0 w b ) w " 10 1n
0 T ATOM TTO ACTAATATT A QOATITAUTT QACTTACTACICCOC O 0AOTAC A ECAOAACALTA ATATCT TAOCAGE AT TECAAATACTCCTCADCCAAO00TTCCD

m 0 m oo " i AL W (&Y o Lo aw L
TACGT CTGAAKIATCTGEG A TTCECCCTACTTATTCAM A ETTT O GATCEGECTCATRAT AT CCAABTTOAANTGE AT AAGT TOAC AL AT ATAATCATCOTTTATTGGAATAT A CT AT

Reverse (5°-37)

1 n i w b L n » w 1) 11 i
O 60 TAGTTTTATOTOTTTGAT A0 AY CAOTCCLCOCOTAGACACT LAY AT OCTCTALCAT A AT T TA TO GGG AT A TCCOCATTTTOGT TT AATAGT ACATLCC AT AL A

o m w 0 wn 0o W 10 o m w0 " 0
OCATCOOCCTTTGT ANCaATC A ACTOAT AGTECATTAGTCC A AL \GTTATCCATOT ALCAAT A0 G ATTEGAT AT ACTRC \GCCCCTOCTTCTTCOO0CGE « ACCCCCTAarTa ~aa0 4aT

Figura 31. Eletroferograma do sequenciamento da madeira de cerne de seru
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Apos o sequenciamento com os primers Forward e Reverse ter sido realizado, foram
gerados os segmentos continuos de DNA (contigs) pelo programa CLC Genomics, além de ter
sido construida a matriz de similaridade, a obten¢do da regido de consenso para verificar as
diferengas entre as espécies.

A figura 32 mostra o alinhamento dos nucleotideos para as espécies, confirmando que o
gene rbcL ¢ muito conservado, pois ndo houve muita variacdo entre as sequéncias, mesmo
tratando-se de familias diferentes. Dentre as espécies que mais apresentaram variacdo estdo
amareldo e seru. Tais variagdes sdo indicadas pelas bases dispostas ao longo da linha respectiva
para cada familia.

E importante mencionar que foi utilizada uma madeira teste, a que revelou maior variagao
de sequéncia, conforme ilustrado na figura 32. Essa espécie ndao foi revelada na presente
pesquisa, pois a mesma estd inserida no pedido de registro de processo junto ao NIT (Nucleo de
Inovagdo Tecnologica) da UFRRJ.

Nesse alinhamento ¢ possivel verificar onde existe a possibilidade de desenhar uma
sequéncia que possa ser utilizada como marcador para cada espécie, no entanto, foram
encontradas semelhangas entre as espécies das diferentes familias testadas ndo sendo possivel
diferencia-las ao nivel taxondmico de familia. Todavia, diante do conhecimento dessas
sequéncias existe a possibilidade de utiliza-las em testes para discriminar essas espécies de outras
cujas caracteristicas anatdmicas da madeira sejam semelhantes e de dificil identificacao.

Essa infima diferenca entre as espécies foi confirmada pela matriz de similaridade obtida
pelo programa CLC Genomics (Figura 33). A porg¢do inferior ao trago demarcado na figura indica
os niveis de similaridade e a por¢do superior, as diferencas, ou seja, essa matriz mostra uma
comparagdo entre as amostras, nesse caso representadas por numeros de 1 a 10, comparando as
informagdes dispostas em linhas com as que estdo na coluna.
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117TCTTCTCCA GCAACGGGCT CGATGTGGTA GCATCGCCCT TTATAACGAT CAAGACTGGT

[ AT LAl

G GO coMCaaonT CATETGaTA GGl [T ARCEAT CAGACTES

13‘

Figura 32. Alinhamento de nucleotideos para as espécies testadas: 1- cerejeira (Amburana
acreana), 2 — amareldo (Aspidosperma vargasii), 3 — Caju agu (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 — sequéncia consenso, 12 — conservacao, 13
— sequéncia logo
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N 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 N M 69 66 20

2 93,03 44 44 42 44 44 44
3 93,03 69 66 20

4 93,03 89 66 20

5 e ] I T T )
6 98.26 63 66 86 66
7 o683| 9334 0683| oe83| B9se| 60 ;j\\ 200 20

8 93,03 96,83

9 93,03 96,83

10 93,03 96,83

Figura 33. Matriz de similaridade para o alinhamento de nucleotideos para as madeiras de cerne
de espécies testadas: 1- Amburana acreana (cerejeira), 2 — Aspidosperma vargasii (amareldo), 3 —
Anacardium giganteum (caju agu), 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, ¢ possivel fazer uma
discriminacdo entre as espécies estudadas com base nas sequéncias das espécies listadas na tabela
14. Diante dessa informacdo, confirma-se o que foi citado por Hebert; Gregory (2005), que
mencionam que a identificacdo por Barcode € simples, ndo requer conhecimentos de taxonomia e
estd livre de erros subjetivos, como ocorrem na identificagdo morfologica, tornando possivel a
identificacdo de espécies desconhecidas.

Como exemplo do possivel uso desses Barcodes, pode-se citar a discriminacdo entre
espécies que apresentam madeiras com caracteristicas anatomicas muito semelhantes, como a
Allantoma lineata (seru) e a Couratari sp,(tauari), ambas espécies da familia Lecythidaceae. Os
resultados obtidos demonstram que a técnica do DNA Barcode ¢ uma ferramenta que pode ser
utilizada para o combate de extracdo ilegal de madeira, auxiliando a fiscalizacdo florestal.

Esse resultado corrobora com o citado por Carvalho (2012): “a identificagdo molecular
pode ser utilizada na Botanica Forense, tendo em vista que o corte ilegal e o trafico de madeira de
espécies protegidas necessitam de identificacdo rapida, a qual pode ser por DNA de madeiras ja
processadas, promovendo agilidade as puni¢des dos responsaveis por madeireiras ilegais”.

Outra aplicagdo dessa técnica estd relacionada a certificagdo molecular, através da
inser¢do de um coédigo de barras, na propria madeira a ser consumida, com informacgdes que a
identifiquem, desde procedéncia até a sequéncia genética, agregando valor ao produto a ser
comercializado. Como exemplo, a utilizagdo da sequéncia Barcode para Dipteryx odorata
(cumaru), espécie produtora de madeira de grande valor econdmico e uso em diversas areas, tanto
na construcdo civil quanto para mobiliario de alta qualidade (NAHUZ, 2013). De uma forma
geral, esta técnica pode ser aplicada tanto para fins de fiscalizacdo quanto de certificagao.
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Tabela 14. Discriminagao de sequéncias (Barcodes) dentre as espécies estudadas

Familia Espécie Nome Sequéncia Barcode
vulgar
Apocynaceae A. vargasii amareldo |[TTCTTCTCCAGGAA i |
CGGGTTCGATGTGG
TAGCA
Lecythidaceae Allantoma lineata seru TCCTCCCCAACAAC i it
GGGCTCGATGTGAT
AGCAT
Fabaceae Dipteryx odorata cumaru GCATCGTCCTTTATA Wt
ACGATCAAGACTGG
TAAG
Madeira teste Madeira teste Madeira ATCCTCCCCAACAA | | |
teste CGGGCTCGATGTGAT]
AGCA

Ja para as demais espécies ndo houve diferenga entre as sequéncias, ainda assim vale a
pena destaca-las (Tabela 15) pelas seguintes razdes:
i) ainda ndo foram citadas na literatura as sequéncias do DNA das espécies estudadas;
i) essas sequéncias podem ser citadas como Barcodes, principalmente para situagdes em que
houver dificuldade para diferenciar as madeiras dessas espécies com outras de
caracteristicas anatomicas semelhantes.

A auséncia de variagdo 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 ¢ dificultado quando se trata de variagcdes morfoldgicas e/ou geograficas (ROY et
al., 2010).

Esperava-se encontrar nesse estudo uma sequéncia discriminatoria para todas as espécies
testadas, como essa diferenca ndo foi verificada com base na sequéncia de nucleotideos, foi
realizada a andlise da sequéncia dos aminoacidos. Essa andlise ¢ mais conservada que a de
nucleotideos, isso porque algumas muta¢des podem alterar o cédon, mas dificilmente alteram a
proteina, visto que, para a maioria dos aminoacidos existe mais de um codon. Logo, pode ocorrer
alteragdo da base de um codon, mas essa alteracdo ndo traduz em alteragdo do aminoacido ¢ a
proteina continua a mesma (MAUSETH, 2009).

Pode ser observado na figura 34 o alinhamento de aminoacidos para as espécies
estudadas. Foram verificadas pequenas variagdes, confirmando o observado na sequéncia de
nucleotideos. Essa diminuicdo de variagdo, ao comparar a cadeia de nucleotideos com a cadeia de
aminoacidos, também ocorreu na pesquisa sobre o gene rbcL como Barcode para identificagdo
forense de Cannabis sativa (RIBEIRO et al., 2013).
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Tabela 15. Discriminacdo de sequéncias (Barcodes) de menor variacdo dentre as espécies
estudadas

Familia Espécie Nome vulgar Sequéncia Barcode
Fabaceae Amburana acreana cerejeira TTCTTCTCCA R A

oy U

TTATAACGAT
CAAGACTGGT
Meliaceae Cedrela odorata cedro TTCTTCTCCA
GCAACGGGCT ~
I

CGATGTGGTA
GCATCGCCCT
TTATAACGAT
CAAGACTGGT
Anacardiaceae Anacardium giganteum |caju-agu TTCTTCTCCA
GCAACGGGCT v
CGATGTGGTA
GCATCGCCCT I
TTATAACGAT
CAAGACTGGT
Apocynaceae Aspidosperma araracanga TTCTTCTCCA
desmanthum GCAACGGGCT M
CGATGTGGTA |l
GCATCGCCCT il
TTATAACGAT
CAAGACTGGT
Apocynaceae Aspidosperma peroba-mica [TTCTTCTCCA
macrocarpon GCAACGGGCT v
CGATGTGGTA |
GCATCGCCCT I
TTATAACGAT
CAAGACTGGT
Caryocaraceae Caryocar glabrum piquiarana TTCTTCTCCA i
GCAACGGGCT Mw
CGATGTGGTA v

GCATCGCCCT
TTATAACGAT
CAAGACTGGT
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. | [
AAVMAESSTG IWITVIDGL TOLDRYRGRC 1A IEPYAGEE ROYIATVAY

Figura 34. Alinhamento de aminodcidos para as madeiras de cerne das espécies estudadas: 1-
cerejeira (Amburana acreana), 2 — amareldo (Aspidosperma vargasii), 3 — Caju agu (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 — sequéncia consenso, 12 —
conservagdo, 13 — sequéncia logo

A alta conservacdo das sequéncias de aminoacidos foi comprovada na matriz de
similaridade (Figura 35), em que os valores encontrados para similaridade de aminoéacidos sdo
maiores que aqueles para nucleotideos (Figura 33) e com isso, as variagdes para aminoacidos
também foram baixas. A interpretagdo da figura 35 ¢ a mesma que foi realizada para a figura 33,
comparando as espécies, identificadas por nimeros de 1 a 10, da linha com a coluna.

N

1 2 3 4 5 8 7 8 L] 10
1 i W 7 5 2
2 96,67 7 7 9 9 7 7 7
3 9667 7 5| 02
4 96,67 ~_ 5| 2
5 96.67 9667| 9667] NG 4 ) 7 7
6 ore2| e8Pl o7e2| o762 est0] NN 7 5
7 so0s| 6571 o00s| weos| es7i| wesr| NN 2
8 96,67 9667| 9762 8908
] 96,67 9667 9762 8805
10 96,67 96,67 9762| 9905

Figura 35. Matriz de similaridade para o alinhamento de aminodcidos para as espécies testadas:
1- Amburana acreana (cerejeira), 2 — Aspidosperma vargasii (amareldo), 3 — Anacardium
giganteum (caju agu), 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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Apos a obtencao de todas as sequéncias foi criada a arvore filogenética das espécies
estudadas (Figura 36) com o uso do programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis).

Conforme ja constatado em andlises anteriores, a arvore filogenética demonstra que nao
houve similaridade entre espécies da mesma familia. Esse resultado pode ser explicado pelo fato
de ter sido estudado um unico individuo de cada espécie obtido de diferentes procedéncias, o que
pode influenciar nas sequéncias de material genético.

Para um trabalho de certificagdo florestal agregado a técnica de DNA Barcode sugere-se a
extracdo, amplificacdo de DNA de madeira de um niimero consideravel de individuos da mesma
espécie. Para as espécies aqui estudadas a amplificagdo pode ser feita utilizando as sequéncias do
DNA j4 identificadas como marcadores.

Entretanto, para os aspectos forenses de combate a extragdo ilegal da madeira, muitas das
vezes a pega questionada ¢ representada por apenas um individuo, situagdo esta que se tomou por
base para a realizacdo da presente pesquisa. O principal objetivo deste estudo foi verificar a
possibilidade de extrair e sequenciar DNA, além de encontrar uma sequéncia 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 arvore filogenética foi uma forma
de ilustrar como as espécies testadas estdo dispostas em relagdo umas as outras em termos de
maxima verossimilhanga em uma escala de 1%.

As pidos perma des manthum Apocy naceae
As pidos perma macrocarpon Apocy Nnacess
Cedrels cdorata Melisceas

Caryocar glabrum Cary ccaraceae

Amburana acreana F abaceas

Anacardium giganteum Anacardiacess

Dipteryx cdorsta Fabacese

Aspidos perma vagars ii Apocy nacea

— Allantoma linests Lecythidaceas

—madeira teste

70100
Figura 36. Arvore filogenética das espécies estudadas: Amburana acreana (cerejeira),
Aspidosperma vargasii (amareldo), Anacardium giganteum (caju agu), Caryocar glabrum
(piquiarana), Allantoma lineata (seru), Dipteryx odorata (cumaru), Cedrela odorata (cedro),
Aspidosperma desmanthum (araracanga), Aspidosperma macrocarpon (peroba-mica)
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5 CONCLUSAO

O protocolo 2 (kit Qiagen) ¢ o mais recomendado para extrair DNA de madeira seca das
espécies nativas testadas.

Apesar dos demais protocolos terem permitido obter concentracdes de DNA acima de
200ng/pL, ficou provado que a pureza da amostra ¢ mais importante que a quantidade obtida.

O protocolo adotado para amplificar o DNA das amostras, com a enzima Taq polimerase
Platinum, garantiu uma boa amplificacdo de todas as espécies.

Foram encontradas sequéncias Barcodes para as espécies Aspidosperma vagarsii
(amareldo), Allantoma lineata (seru) e Dipteryx odorata (cumaru).
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