UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL - UFMS
H Campus de CAMPO GRANDE
J L PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA VEGETAL
UFMS MESTRADO

PAOLA GOMES SILVA

Identificacdo de ipés (Bignoniaceae) por DNA barcoding

Campo Grande — MS
Margo — 2021



PAOLA GOMES SILVA

Identificacdo de ipés (Bignoniaceae) por DNA barcoding

Dissertacdo apresentada ao Programa de PoOs-
graduacdo em  Biologia Vegetal (PPGBV) da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, como
requisito para a obtencdo do grau de Mestre em
Biologia Vegetal.

Orientador: Prof. Dr. Flavio Macedo Alves

Coorientadora: Prof.2 Dr.2 Aline Pedroso Lorenz

Campo Grande — MS
Margo — 2021



Ficha Catalografica

Silva, Paola Gomes
Identificacdo de ipés (Bignoniaceae) por DNA barcoding. Dissertacdo (Mestrado) — Instituto
de Biociéncias da Universidade Federal de Mato do Grosso do Sul.
1. Identificagdo de espécies, 2. &rvores urbanas, 3. Handroanthus, 4. Tabebuia, 5. matK, 6.
trnH-psbA.
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
Instituto de Biociéncias

Comisséo Julgadora

Prof.2 Dr.2 Gecele

Prof.2 Dr.2 Edihanne G. Matos Paggi
Arguelho
Dr.2 Priscila C. da Costa Dr. Wellington S.
Fava

Prof. Dr. Flavio Macedo Alves
Orientador




Dedicatoria

Dedico essa dissertacdo de mestrado a minha querida e amavel mae, que possibilitou 0s
meus estudos desde pequena. Que tanto trabalhou para que nada me faltasse enquanto eu
estudava, que sempre foi compreensivel com minhas obrigagdes, que sempre reconheceu

meu estudo como meu trabalho, que sempre me incentivou a estudar. A ela, que sempre me

apoiou nas minhas decisdes. Sem vocé, mée, eu ndo teria conseguido. Obrigada por tudo e
por tanto. Te amo infinitamente.

Dedico também a memoria do meu vovozinho Jodo, que estaria transbordando de orgulho e

felicidade se estivesse presente fisicamente.



Agradecimentos

Em primeiro lugar, eu agradeco a Deus pela oportunidade que me concedeu de cursar
0 mestrado e realizar um sonho. Agrade¢co a minha mée, que tanto me ajudou para que eu
pudesse ingressar na pos-graduacdo, palavras ndo sdo suficientes para expressar a minha
gratiddo a senhora. Agradeco ao meu irmdo e amigo Cassio, que sempre me apoiou, incentivou
e acreditou em mim, que sofria o dia a dia das angustias de trabalhos, prazos e aulas comigo.
Agradeco ao meu pai, que me ajudou com tantas caronas e lanches, que ndo se importava em
parar 0 que estava fazendo ou em atravessar a cidade para poder me buscar/levar. Ao meu
Maninho Guilherme que sempre esteve disposto a ajudar, que me levava agua mesmo sem eu
pedir ou com suas doces palavras. Ao Samuel, meu amor, que sempre me incentivou, sempre
me colocou pra cima e enxergou 0 melhor de mim mesmo quando eu ndo conseguia ver. Eu
amo demais cada um de vocés, minha familia. Muito Obrigada por tudo!

Agradeco imensamente ao meu querido orientador professor Dr. Flavio Macedo Alves,
que estd comigo desde a graduacdo, que sempre acreditou em mim. Obrigada pelo privilégio
da oportunidade de poder aprender mais contigo. Obrigada por disponibilizar seu tempo para
me ajudar com as coletas, por me ensinar a identificar e coletar, por sempre me explicar tudo
com muita paciéncia e detalhes. Agradeco a minha querida coorientadora professora Dr.2
Aline Pedroso Lorenz, que me acolheu no laboratério desde a graduacdo. Que é paciente, que
sempre me deu 6timos direcionamentos, que tanto me ensina e me inspira. Agrade¢co ao meu
querido coorientador Dr. Weg, que entrou de cabeca no projeto, me disponibilizou muito de
seu tempo e de seu conhecimento para que eu pudesse executar meu trabalho. Que me ensinou
a fazer cada analise, que sempre me explicou com muita paciéncia, que meu deu excelentes
contribuicdes ao meu trabalho, desde a correcdo do projeto. Que sempre me deu apoio
emocional toda a vez que eu estava aflita, ansiosa, perdida, sempre me fez acreditar que estava
tudo bem e que daria tudo certo. Sem vocés trés ndo seria possivel eu ter feito esse tralhado
tdo bem feito. Sou muito grata e feliz por ter vocés como time aqui comigo. Obrigada demais!

Agradeco a turma toda do LEBIio, a cada um dos amigos que eu fiz ali. A cada
cafezinho, cada risada, cada choro, cada comemoracéo, cada incentivo, cada palpite, agradeco
por todo o apoio. Vocés fizeram essa caminhada mais leve. Sou muito feliz por té-los em
minha vida. Obrigada!

Agradeco as minhas amigas e amigos por todo o carinho e apoio durante o tempo de
curso. Que se mostravam interessadas em saber mais da minha pesquisa, em saber como
estavam as coisas, ao ouvir meus lamentos quando as coisas estavam dificeis e em todo apoio
emocional que me deram. VVocés sao incriveis. Amo voceés.

Agradeco a todos que tiveram envolvidos neste trabalho, de forma direta ou indireta.
Agradeco a Edihanne, que me ensinou todo o processo laboratorial na graduacdo, aos
professores de todas as disciplinas, que sempre estiveram dispostos a colaborar, as minhas
colegas de turma, aos membros de bancas, a coordenacdo e secretaria do curso... A todos
vocés, muito obrigada.

Por fim, e com a mesma importancia, agradeco a UFMS, que me acolhe desde a minha
graduacdo e ao CNPQ pela concessdo da bolsa durante todo o meu curso. Muito obrigada!



SUMARIO

DT [ or: 1 (o] - TSP PSOTRP iv
F N Lo =T [ 1T 0 (0L TP U PO OPR PRSP v
RESUMO GEIAL.......eieiiiee ettt e e et e e et e e et e e e nbb e e e snteeesnseeeanseeeanes 7
N oS - Tod SRR 8
INTrOAUGED GEIAL ...ttt ettt 9
ODJEEIVOS .. ...ttt ekttt bbb 12
L E] =T 1] 0 - TSP OPSRSTR 13
4 o [ T PP PP PP PPRTOPRPY 17
I 1011 0o 1o To T PO P R UPPPPPPRUPRPTIN 19
2. Material € METOTOS ......ccuveeeiiie et e e e et a e et eesnreeeannes 21
3. RESUITAUDS ...ttt e e e e et e e et e e et e e et e e e na e e et e e anre e e nnes 24
4. DISCUSSED ....vveiuteesiteesteeetee ettt et ekttt e st etttk e st e e st e ekt et e e a bt e b b e e bt e e nb e e e nb e e be e e be e e 25
5. CONCIUSAD. ...ttt b ettt et bbbttt 27
=] (=g Tol - PSR P UPPPROPRURPPTN 28

Vi



Resumo Geral

Ipés sdo arvores ou arbustos da familia Bignoniaceae amplamente utilizadas em arborizacéo
urbana em todas as regides do Brasil. No inverno essas plantas perdem a maioria de suas folhas
e as substituem por cachos de flores de cores intensas e muito apreciadas no paisagismo. Ainda
que sejam de uso frequente na vegetacdo urbana e de grande apreciacdo popular, algumas
espécies ainda nao estdo representadas nos bancos de sequéncias de DNA publicos e outras ndo
estdo corretamente identificadas, havendo inclusive problemas de indicagéo de género. O DNA
barcoding é uma ferramenta de identificacdo molecular que utiliza pequenas sequéncias de
DNA para a identificagcdo de espécies. Para ser considerado um bom DNA barcode, a regido
gendmica precisa atender a determinados critérios, como: 1) ser de facil amplificacdo em
laboratdrio; 2) resultar sequéncias curtas e, 3) ser suficientemente variavel para discriminar taxa
a nivel de espécie. Neste estudo, utilizamos dois dos marcadores plastidiais indicados pelo
Consortium for the Barcode of Life (CBOL), o gene matK e o espacador intergénico trnH-psbA,
para verificar o seu potencial de identificacdo de espécies de ipés urbanos da cidade de Campo
Grande, Mato Grosso do Sul. Foram estudadas 12 espécies popularmente conhecidas como ipés
dos géneros Cybistax, Handroanthus, Jacaranda, Tabebuia e Tecoma. Nossos resultados
sugerem que o marcador trnH-psbA é o melhor candidato locus Unico para identificar as
espécies de ipés, quando comparado com o matK, enquanto os resultados baseados nos
marcadores concatenados (matK + trnH-psbA), indicaram a mesma taxa de eficiéncia de
identificacdo que o trnH-psbA, porém com suporte de ramos mais elevados. Nas analises de
BLAST, obtivemos pouco sucesso na identificacdo das espécies. Isso se deve ao fato de o banco
de dados publico de sequéncias de DNA ndo contemplar todas as espécies abordadas neste
estudo e também por conter sequéncias de baixa qualidade. 1sso demonstra a necessidade de
um banco de dados local para a identificacdo através de DNA barcoding e também a
necessidade de mais estudos que disponibilizem sequéncias de DNA de alta qualidade, com

acuracia taxonémica.



Abstract

Ipés are trees or shrubs of the Bignoniaceae family widely used in urban afforestation in all
regions of Brazil. In winter these plants lose most of their leaves and replace them with bunches
of flowers of intense colors very appreciated in landscaping. Although they are frequently used
in urban vegetation and are highly popular, some species are not yet represented in the public
DNA sequence banks and others are not correctly identified, even with gender indication issues.
DNA barcoding is a molecular identification tool that uses small DNA sequences to identify
species. To be considered a good DNA barcode, the genomic region must follow certain criteria,
such as: 1) be easily amplified in the laboratory; 2) result in short sequences; and 3) be
sufficiently variable to discriminate taxa at the species level. In this study, we used two of the
plastid markers indicated by the Consortium for the Barcode of Life (CBOL), the matK gene
and the intergenic spacer trnH-psbA, to verify their potential for identifying species of urban
ipé trees in the city of Campo Grande, Mato Grosso do Sul. We study 12 species popularly
known as ipé of the genera Cybistax, Handroanthus, Jacaranda, Tabebuia and Tecoma. Our
results suggest that the trnH-psbA marker is the best single locus candidate to identify the ipés’
species, when compared to matK, while results based on concatenated markers (matK + trnH-
psbA), indicated the same efficiency rate of identification as trnH-psbA only, but supported by
higher branches. In the BLAST analyzes, we have had little success in identifying the species.
This is because the public DNA sequence database does not include all species covered in this
study and presents low quality sequences. This demonstrates the need for a local database for
identification through DNA barcodes and for more studies that provide high quality DNA

sequences, with taxonomic accuracy.



Introducéo geral
Bignoniaceae

A familia Bignoniaceae apresenta cerca de 840 espécies e 82 géneros, com distribuicdo
predominantemente Pantropical, sendo que aproximadamente 80% de suas espécies ocorrem
na regido Neotropical, sendo metade no Brasil (Lohmann, 2015). Os representantes da familia
sdo arvores, arbustos, lianas e ervas, amplamente utilizados em arborizacdo urbana e
construcdo civil, devido a dureza e resisténcia da madeira, e algumas espécies sao utilizadas

na medicina popular (Lohmann, 2015).

Os ipés sdo arvores e arbustos caracterizados principalmente por apresentarem flores
tubulares, campanuladas, vistosas, de cores intensas, geralmente dispostas em cachos. No
inverno perdem suas folhas e exibem suas flores que, quando caem, formam um “tapete” de
flores abaixo da arvore caracteristico. Especies conhecidas popularmente como ipés sdo
observadas nos géneros Cybistax Mart. ex Meisn., Handroanthus Mattos, Jacaranda Juss.,
Tabebuia Gomes ex DC. e Tecoma Juss. (Gentry, 1992).

O género Cybistax pertence ao clado Alianca Tabebuia (Olmstead et al., 2009).
Apresenta uma unica espécie, Cybistax antisyphilitica, que é conhecida popularmente como
ipé-verde por exibir flores verde-claras. Se apresenta como arvore ou arbusto de 1,5-20 m de
altura, com casca grossa e com fissura vertical. A madeira é usada na construcao e a planta nas
medicinas popular e tradicional. Ocorre no Paraguai, Bolivia, Argentina, Peru e Brasil (Gentry,
1992). No Brasil, é encontrada em todos os estados do Centro-Oeste, Sul e Sudeste, no
Nordeste, ocorre nos estados da Bahia, Cear4, Maranhdo, Piaui e no Norte, nos estados de
Tocantins e Para (Flora do Brasil, 2020).

O género Handroanthus fez parte do género Tabebuia por muito tempo (Gentry, 1992),
mas Grose e Olmstead (2007), através de estudos moleculares e filogenéticos, separaram 0s
dois géneros. Os dois se diferenciam principalmente por Handroanthus apresentar calice
campanulado, corola subcampanulada ou infundibuliforme, ovario bilocular com 8-9 6vulos,
folhas digitadas 3-7 foliolada. Handroanthus tem sido bastante estudado por suas propriedades
medicinais e sua madeira tem alto valor comercial no mercado por ser muito pesada, e é a
segunda mais exportada em volume no Brasil e, por isso, merece atencdo especial para a
preservacao de espécies nativas (Venancio, 2017).

O género Jacaranda é representado por arvores, arbustos ou subarbustos, com folhas

bipinadas ou pinadas, raramente simples. Suas inflorescéncias sdo terminais ou laterais, de cor
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azul, lilés ou roxa. Abrange 48 espécies neotropicais, e no Brasil, ocorrem 36 espécies (Flora
do Brasil, 2020). Jacaranda cuspidifolia Mart. apresenta de 3-10 metros de altura, muito
utilizada na ornamentagdo por apresentar flores em tons de roxo. Floresce nos meses de
setembro a dezembro. A raiz apresenta propriedade inseticida, a planta é utilizada no
tratamento da sifilis e blenorragia, e suas folhas e cascas sdo usadas contra a febre (Arruda et
al., 2012).

O género Tabebuia é o maior da familia Bignoniaceae, possui cerca de 100 espécies
sendo muitas delas, de grande valor na ornamental e madeireiro. Das 100 espécies que podem
ser arbustos até arvores, 40 sdo conhecidas como “ipés”. O género passou por varias alteragdes
taxondmicas ao longo do tempo, e hoje ainda é considerado complexo do ponto de vista da
Taxonomia (Santos, 2017). Espécies de Tabebuia sdo muito utilizadas na ornamentacéo devido
suas inflorescéncias vistosas e tambeém porque sua madeira esta entre as mais resistentes e
pesadas do Neotropico (Gentry, 1992). De acordo com Olmstead et al., (2009), este género esta
incluso no clado Alianca Tabebuia. Ocorre desde o sudoeste dos Estados Unidos até o norte
do Chile e Argentina (Santos, 2017). No Brasil esta presente em quase todos os estados, a
excecdo de Rio Grande do Sul e Santa Catarina (Flora do Brasil, 2020).

O género Tecoma possui 14 espécies distribuidas desde o sudoeste dos Estados Unidos
até a America do Sul (Olmstead et al., 2009). No Brasil, hd somente uma espécie (Tecoma
stans), que ocorre no Centro Oeste, Sudeste e no estado de Santa Catarina (Flora do Brasil.
2020). Tecoma stans € um arbusto ou arvore pequena, de até 10 metros de altura. Seus usos
estdo na ornamentacdo e medicina popular. Possui inflorescéncias com flores amarelas
(Gentry, 1992).

DNA Barcoding

O ramo de estudos da Genética ganhou um grande upgrade com a descoberta da
estrutura tridimensional do DNA por Francis Crick e James Watson em 1953. Este
acontecimento abriu novos caminhos e possibilidades para os estudos em diversas areas ligadas
a vida, como a Genética Molecular (Revista da Associacdo Médica Brasileira, 2005). Esta area,
ao longo dos dltimos anos, vem sendo transformada com tecnologias que permitem, dentre
outras coisas, a identificacdo genética de espécies e de populacdes (Bueno-Silva, 2012).

Em 2003, Hebert e colaboradores propuseram a metodologia do DNA barcoding, que
é uma ferramenta de identificacdo bioldgica que utiliza o DNA como um codigo de barras.

Para uma sequéncia de DNA ser considerada como um cddigo de barras de DNA, alguns
10



critérios precisam ser atendidos. A sequéncia deve ser pequena, mas suficientemente variavel
para separar espécies irmas e apresentar sitios conservados para a construcdo de primers
(marcadores) universais (Ford et al., 2009). Além da selecdo dos marcadores e da obtencédo das
sequéncias selecionadas, € necessario que haja uma biblioteca de sequéncias para a comparacao
(Ford et al., 2009). A identificacdo biolégica por DNA barcoding para animais tem sido
utilizada em larga escala por meio de sequéncias curtas do citocromo c oxidase subunidade |
(COI) (Hebert et al., 2003). Em animais o uso do gene mitocondrial COI tornou-se padréo por
ser eficiente na identificacdo e atender aos requisitos para ser um bom barcode. Testes
utilizando este marcador tém reportado préximo de 100% de eficécia (Barrett e Hebert, 2005;
Hajibabaei et al., 2007), indicando acurécia para 0 método em animais (Meyer e Paulay, 2005).

Entretanto, os genes mitocondriais nas plantas apresentam baixa e lenta variagéo,
(Hebert et al., 2003). Com o objetivo de tentar uniformizar as sequéncias denominadas como
DNA barcoding para plantas e criar um banco de dados de referéncia, foi criado o Consortium
for Barcoding of life (CBOL). O CBOL é uma organizagdo internacional composta por mais
de 200 instituicOes de 50 paises, que visa estimular e desenvolver uma base de dados de
sequéncias moleculares para a criacdo e alimentacdo de uma biblioteca mundial de
identificacdo de espécies (CBOL Plant Working Group 2009). Segundo o CBOL (2009), os
principais critérios para selecionar um marcador para identificacdo de plantas séo: facilidade
de amplificacdo e sequenciamento; qualidade das sequéncias com pouca ou nenhuma
ambiguidade; e capacidade de distin¢do das espécies. Assim, 0 CBOL passou a sugerir 0 uso
de marcadores plastidiais para as plantas (Azeredo, 2005; CBOL Plant Working Group, 2009).

O CBOL (2009) elegeu o locus matK como cédigo de barras das plantas. O gene
plastidial matK codifica uma proteina chamada de Maturase K, tem aproximadamente 1.500
pares de bases, possui alta taxa de evolucgdo, esta presente em todas as plantas e apresenta bom
papel na identificacdo tanto a nivel de ordem e familia quanto a nivel de género e espécie
(Pinto, 2015). Todavia, admite-se que este marcador ndo consegue cobrir todos os grupos de
plantas, havendo a necessidade de um ou mais marcadores adicionais. Tendo em vista que
apenas um marcador ndo é tdo eficiente para identificacdo das plantas em muitos casos, outra
opcao sugerida pelo CBOL (2009) é o espacador intergénico ndo transcrito trnH-psbA, que é
composto de 200 a 500 pares de base, é de facil amplificacdo e apresenta alta variacdo de
nucleotideos (Kress et al., 2005). As regibes plastidiais sugeridas, tém sido utilizadas com
sucesso por pesquisadores como Kress et al. (2010), Parmentier et al. (2013), Braukmann et.

al. (2017), Mosa et al. (2019) para diferentes espécies/familias de plantas, e Bolson et al. (2015)
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e Laha et al. (2017) para Bignoniaceae. Alguns pesquisadores incluem alguns marcadores
plastidiais como trnL-F, ndhF e psbK e ainda, o0 marcador nuclear ITS em seus estudos para
melhorar seus resultados (Mosa et al., 2019; Cameron, 2009).

A utilizacdo de marcadores moleculares na identificacdo bioldgica contribui de forma
importante em pesquisas de taxonomia, filogenia, genética de populacBes e genética da
conservacao. Além disso, os estudos moleculares com plantas possibilitam o armazenamento
de tecidos e do DNA gendmico extraido. Essas amostras conservadas sdo matéria-prima para
pesquisas em filogenia, genética de populagdes e estudos filogeograficos (Hajibabaei et al.,
2007). Apesar de a utilizagdo de marcadores moleculares na identificacdo bioldgica ser
importante, ainda ndo existem grandes estudos com testes criticos para avaliar a contribuicdo
da utilizacdo de marcadores moleculares na identificacdo de plantas para inventarios de
biodiversidade (Lahaye et al., 2008). As informacdes geradas pelos marcadores moleculares
podem complementar estudos de ecologia, morfologia, evolugéo, taxonomia, entre outras areas
por enriquecerem o conhecimento geneético, subsidiar selecao de genes especificos, entre outras
aplicacdes (Embrapa Cerrado, 2011).

Atualmente, as espécies de plantas sdo identificadas baseadas em caracteristicas
morfoldgicas. Todavia, em alguns casos, quando ha necessidade de identificacdo de material
bioldgico fragmentado, em estado vegetativo ou juvenil, as caracteristicas morfoldgicas
utilizadas na Taxonomia cléssica séo insuficientes. A analise de sequéncias de DNA poderia
resolver tal problema, ajudando taxonomistas a confirmar identificacGes. Por essa razdo, fica
claro que a integracdo da Taxonomia tradicional com a utilizacdo de técnicas de identificacao
molecular, permitira a maxima eficiéncia na identificacdo de material biologico (Chase et al.,
2005; CBOL Plant Working Group, 2009). A incorporacdo de sequéncias de DNA na
taxonomia em estudos de biodiversidade, podera potencialmente aumentar a confiabilidade na
identificacdo da espécie (Tautz et al., 2003) e a sua combina¢do com outros dados ampliara

ainda mais sua finalidade (Kress et al., 2005; Wiemers e Fiedler, 2007).

Objetivos

Objetivo geral

12



Utilizar a técnica do DNA barcoding com os marcadores moleculares matK e trnH-pshA

para identificar espécies conhecidas como ipés.

Objetivos especificos

o Avaliar a eficiéncia dos marcadores plastidiais trnH-psbA e matK separadamente e em
conjunto, para a identificagdo de espécies de “ipés”;

o Criar um banco de dados local das sequéncias de DNA com os marcadores moleculares
trnH-psbA e matK para as espécies conhecidas como “ipés” dos géneros Cybistax,
Handroanthus, Jacaranda, Tabebuia e Tecoma;

o Contribuir com o banco de dados mundial de DNA barcodes, depositando no GenBank as
sequéncias de DNA geradas neste estudo;

o Ampliar e estimular os conhecimentos taxondmicos e genéeticos de espéecies de

Bignoniaceae;
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Resumo

Ipés séo arvores ou arbustos da familia Bignoniaceae caracteristicas da regido neotropical e
amplamente utilizadas em arborizacdo urbana em todas as regides do Brasil. Para identificar
espécies de ipés utilizamos a técnica do DNA barcoding e dois dos marcadores plastidiais
indicados pelo Consortium for the Barcode of Life (CBOL), o gene matK e o espacador
intergénicos trnH-psbA,. Estudamos 12 espécies popularmente conhecidas como ipés dos
géneros Cybistax, Handroanthus, Jacaranda, Tabebuia e Tecoma coletadas no municipio de
Campo Grande, Mato Grosso do Sul. Nossos resultados sugerem que o barcode trnH-psbA é o
melhor candidato locus Unico para identificar espécies de ipés, quando comparado com o matK.
Os resultados baseados nos marcadores concatenados (matK+trnH-psbA) indicaram a mesma
taxa de eficiéncia de identificacdo que o trnH-psbA, porém com suporte de ramos mais
elevados. As analises de BLAST revelaram que o banco de dados publico de sequéncias de
DNA néo contempla todas as espécies abordadas neste estudo e também contém sequéncias de
baixa qualidade. Ha a necessidade de um banco de dados local para a identificacdo através de
cddigos de barras de DNA e também de trabalhos que disponibilizem sequéncias de DNA de

qualidade com acuracia taxondmica.

Palavras-chave: identificacdo de espécies; arvores urbanas; Handroanthus; Tabebuia; matK;
trnH-psbA.
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1. Introdugéo

Os ipés sdo arvores ou arbustos da familia Bignoniaceae muito utilizados na arborizacdo
urbana, especialmente pela beleza de sua floragéo. As espécies sdo caracterizadas por perderem
as folhas no inverno, sendo substituidas por grandes cachos de flores grandes e tubulosas com
cores fortes e vibrantes (Mattos, 1970; Santos, 2017). Por contribuir de forma significativa para
a riqueza da flora nos Neotropicos (Gentry, 1988), ter ampla distribuicdo e importancia
econdmica, pelo menos sete paises neotropicais escolheram uma espécie de ipé como sua flor
ou arvore simbolo nacional (Gentry, 1992). As espécies de ipés sdo utilizadas na medicina
tradicional e a madeira é amplamente utilizada na carpintaria (Mattos, 1970; Ospina et al., 2013;
Santos, 2017). No Brasil, cerca de 40 espécies sdo conhecidas popularmente como ipés, sendo
incluidas em cinco géneros: Cybistax Mart. ex Meisn., Handroanthus Mattos, Jacaranda Juss.,
Tabebuia Gomes ex DC. e Tecoma Juss. (Flora do Brasil, 2020).

A maior parte das espécies conhecidas como ipés estdo incluidos na Alianca Tabebuia,
um dos maiores clados da familia Bignoniaceae, com 14 géneros e cerca de 150 espécies
restritas a regido Neotropical (Olmstead et al., 2009). Os dois géneros mais importantes do
ponto de vista econémico e floristico sdo Handroanthus e Tabebuia, representados
principalmente por arvores ou arbustos com folhas compostas e palmadas, flores com célice
espataceo a cupular e corolas infundibuliformes com variadas cores (Olmstead et al., 2009).

Tabebuia foi originalmente descrito por De Candolle (1838). O conceito genérico do
nome Tabebuia foi estendido para incluir uma larga diversidade morfolégica, resultado de
diversas revisdes (De Candolle, 1838; Sprague e Sandwith, 1932; Gentry, 1969). Porém, Mattos
(1970) descreveu Handroanthus baseado em um restrito grupo brasileiro de Tabebuia. Depois
disso, Gentry (1992) insistiu no amplo delineamento de Tabebuia e colocou Handroanthus em
sua sinonimia. Estudos de filogenia molecular confirmaram Tabebuia s.l. como polifilético e
dois géneros nele aninhados, Roseodendron e Handroanthus, foram reestabelecidos (Grose e
Olmstead, 2007).

As madeiras das espécies de ipés estdo entre as mais caras do mundo sendo as mais
valiosas da regido tropical brasileira, e uma das mais apreendidas em carregamentos ilegais de
madeira (Greenpeace, 2015). Embora diversas espécies de ipés apresentem grande importancia
econbmica, as madeiras das espécies de Handroanthus sdo as mais apreciadas pela maior
densidade e durabilidade, quando comparadas com espécies de Tabebuia (Gentry, 1992; Grose

e Olmstead 2007). Diferenciar individuos dos dois géneros ndao é uma tarefa facil, pois €
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necessaria a presenca de flores e folhas, e tais estruturas séo dificeis de ocorrer em um mesmo
individuo a0 mesmo tempo. Por essa razdo, a maioria das coletas nos herbarios ndo apresenta
uma boa representacéo de folhas e flores em uma mesma exsicata, indicando que, apesar de
serem arvores comuns e abundantes em ambientes nativos e urbanos da regido centro-oeste do
Brasil, a incompletude das exsicatas aliada ao baixo niumero de especialistas se refletem em
muitos espécimes mal identificados nos herbéarios (Alves et al., 2018; Gasper et al., 2020). Além
do mais, h& inimeras espécies de ipés ameacadas de extin¢cdo e que a0 mesmo tempo séo
exploradas na industria madeireira (IUCN, 2001).

Sequéncias de DNA em disponiveis em bibliotecas publicas como o GenBank, podem
contribuir para acelerar a identificacdo de madeiras de carregamentos ilegais (Yu et al., 2017),
de espécies ameacadas de extingdo e consequentemente, contribuir para a conservacao dos ipés
(Hartvig et al., 2015). Portanto, h& varios motivos importantes para testar marcadores
moleculares com o objetivo de identificacdo de espécies de ipés e contribuir para
reconhecimento de um grupo importante para conservacdo da Flora Neotropical e com
inUmeras especies ameacadas de extingao.

DNA Barcoding é uma ferramenta de identificacdo molecular de espécies proposta por
Hebert et al. (2003). Além da identificacdo, 0 DNA Barcoding fornece ferramentas Uteis em
trabalhos de filogenia, evolugdo molecular, e auxilia no monitoramento do comércio ilegal de
espécies (Kang et al., 2017; Yu et al., 2017). Desde que foi proposta até o final do ano de 2018,
mais de 3.700 artigos haviam sido publicados usando a técnica (DeSalle e Goldstein, 2019).
Por ser um método que nao ¢ afetado pelo estagio de desenvolvimento da planta, tem um papel
importante no auxilio a taxonomia tradicional (Hebert et al., 2003; Lv et al., 2015). A técnica
utiliza marcadores moleculares, que séo fragmentos de DNA chamados de barcodes. Para ser
considerado um bom barcode, 0 marcador deve ter altas taxas de sucesso de amplificacdo com
0 uso de primers universais, ser curto, com variacdao que possibilite discriminacao a nivel de
espécie e, preferencialmente, ndo ter sobreposicdo entre as distancias genéticas intra- e
interespecificas (Hebert et al., 2003; Yu et al., 2017).

Na tentativa de unificar e encontrar o melhor barcode para plantas, o Plant Working
Group do Consortium for the Barcode of Life (CBOL, Plant Working Group 2009) elegeu entre
os melhores barcodes o gene matK e o espacador intergénico trnH-psbA, ambos do DNA
plastidial. Tais marcadores tém sido utilizados com sucesso. Lahaye et al. (2008), propuseram
0 matK como barcode para plantas com flores. Kress et al. (2009), obtiveram 98% de sucesso

de identificacdo de arvores lenhosas, arbustos e palmeiras, utilizando matK e trnH-psbA. Zuo
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et al. (2010), obtiveram sucesso ao testar nove marcadores moleculares, entre eles matK e trnH-
psbA, para identificar as espécies do género Panax. Castro et al. (2015) obtiveram 99% de
sucesso nas analises utilizando matK, trnH-psbA e outros marcadores. No Brasil, Inglis et al.
(2018) identificaram quatro espécies do género Phyllanthus L. com matK, trnH-psbA e outros
marcadores, e Paranaiba et al. (2019) realizaram um estudo de caso de botanica forense
obtiveram 98-100% de identificacdo de suas amostras.

Os objetivos deste estudo foram: 1) testar a eficiéncia na identificacdo de espécies de
ipés dos marcadores plastidiais matK e trnH-psbA, sozinhos e concatenados, 2) criar um banco
de dados local de sequéncias de DNA com os marcadores plastidiais matK e trnH-psbA para o0s
ipés dos géneros Cybistax, Jacaranda, Handroanthus, Tabebuia e Tecoma, e 3) avaliar a
representatividade das espécies-alvo no banco de dados publico.

2. Material e métodos
2.1 Amostragem

As coletas foram feitas na cidade de Campo Grande, localizada na regido central do
estado de Mato Grosso do Sul, regido Centro Oeste do Brasil. O municipio esta situado sobre a
bacia sedimentar do Parand e pertence aos dominios da regido fitogeografica do Cerrado
(PLANURB, 2020). Entre os individuos coletados, identificamos cinco géneros e 12 espécies
da familia Bignoniaceae conhecidas popularmente como ipés: Cybistax (C. antisyphilitica
(Mart.) Mart.), Handroanthus (H. chrysotrichus (Mart. Ex DC.) Mattos, H. heptaphyllus (Vell.)
Mattos, H. impetiginosus (Mart. Ex DC.) Mattos, H. ochraceus (Cham.) Mattos, H. serratifolius
(Vahl) S. Grose), Jacaranda (J. cuspidifolia Mart.), Tabebuia (T. aurea (Silva Manso) Benth.
and Hook.f. ex S.Moore, T. pentaphylla (L.) Hemsl. (exoética), T. roseoalba (Ridl.) Sandwith,
T. pallida (Lindl.) Miers) (exdtica) e Tecoma (T. stans (L.) Juss. ex Kunth) (exdtica).

Das espeécies abordadas neste estudo, as dos géneros Cybistax, Jacaranda e Tecoma,
sdo mais faceis de serem distinguidas. O ipé-verde (Cybistax antisyphilitica) apresenta flores
verdes, porte médio e tronco com cascas grossas e fendas longitudinais. O ipé-roxo (Jacaranda
cuspidifolia) possui flores roxas, porte médio e folhas bipinadas. O ipé-de-jardim (Tecoma
stans) apresenta flores amarelas, floresce o ano inteiro, tem porte pequeno e folhas compostas
com margem serreada (Gentry, 1992). O género Tabebuia é o maior dentro da familia (Santos,
2017), representado por arbustos ou arvores, folhas simples, com margem inteira ou serrilhada,

flores tubulares, ovario com 3-4 dvulos, fruto capsular e sementes aladas ou ndo (Gentry, 1992).
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O género Handroanthus apresenta calice campanulado, tubular, coriaceo, corola
infundibuliforme, ovario bilocular com 8-9 évulos (Mattos, 1970).

Coletamos dois espécimes de Tabebuia pallida e cinco espécimes de cada uma das
demais 11 espécies, totalizando 57 individuos em diferentes locais da area urbana de Campo
Grande entre maio a setembro de 2019 (Tabela 1). Coletamos folhas jovens que foram
preservadas em silica gel para a extracdo do material genético, e material para ser herborizado
e depositado no Herbario CGMS da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS). As
espécies coletadas e suas informacdes principais, estdo apresentadas em pranchas (material

suplementar).

2.2 Extracdo de DNA, amplificacao e sequenciamento

Extraimos o material genético das folhas com base no protocolo de Doyle e Dickson
(1987) utilizando o0 método CTAB. Verificamos a integridade do DNA por eletroforese em gel
de agarose 1% (Promega, Fitchburg, WI, USA) corado com GelRed™ (Biotium, Hayward, CA,
USA) e visualizado em luz ultravioleta.

Utilizamos dois dos marcadores plastidiais recomendados pelo CBOL (CBOL Plant
Working Group, 2009): o gene matK com os primers diretos 3F_KIM F (CBOL, Plant Working
Group 2009) e TOmatK(F) (Hilu et al., 2003) e reversos 1R_KIM R (CBOL, 2009) e trnK2(R)
(Johnson e Soltis, 1995); e o espacgador intergénico trnH-psbA com os primers diretos psbA3 f
(Costion et al., 2011) e psbA (Hamilton, 1999) e reversos trnHf 05 (Costion et al., 2011) e trnH
(GUG) (Hamilton, 1999). As amplificacdes foram realizadas em volume final de 25pl
contendo: para trnH-psbA: 1X Buffer, 0,2mM de dNTPs, 0,2uM dos iniciadores direto e
reverso, 2mM de MgCl,, 1U GoTag® Flexi DNA Polimerase (Promega, Madison, WI, USA),
cerca de 10 ng de DNA,; para matK: 1X Buffer, 0,2mM de dNTPs, DMSO 4% do volume total
da reacdo, 1,5mM de MgClz, 1uM dos iniciadores direto e reverso, 2U GoTag® Flexi DNA
Polimerase (Promega, Madison, WI, USA) 0,1mg/ml de BSA, cerca de 10 ng de DNA. Os
ciclos de PCR foram conduzidos em um termociclador Veriti™ 96-Well, com as seguintes
condicdes: trnH-psbA 94°C por 3 minutos; 35 ciclos (94°C por 30 segundos, 50°C por 1 minuto,
72°C por 1 minuto) e 72°C por 10 minutos; e para matK sendo 94°C por 5 minutos; 38 ciclos
(94°C por 40 segundos, 48°C por 40 segundos, 72°C por 40 segundos) e 72°C por 7 minutos.
Verificamos os produtos da PCR por eletroforese em gel de agarose 1%. Para a purificacao
utilizamos o protocolo de Erlich (1989) com as seguintes modificacbes: adicionamos ao

conteudo da PCR 2l de acetato de amdnia 3M, 40ul de alcool P.A e deixamos overnight no
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freezer. Em seguida, centrifugamos por 20 minutos a 12.000 rpm e descartamos o sobrenadante
com a pipeta. Adicionamos 200ul de alcool 70% gelado, centrifugamos por 5 minutos,
descartamos o sobrenadante e deixamos secar a temperatura ambiente. Depois de seco,
acrescentamos 20l de &gua ultrapura. O sequenciamento foi realizado na Macrogen (Coréia
do Sul) e no Laboratério de Genética Molecular Humana (LGMH) da Universidade Federal de

Pernambuco em equipamento 3730x1 DNA Analyzer (Applied Biosystems™).

2.3 Analises das sequéncias

A visualizacdo das sequéncias e construgdo das sequéncias consenso foram feitas com
0 auxilio do programa Geneious® 7.1.3 (Kearse et al., 2012). Para a analise de Basic Local
Alignment Tool® (BLAST) (Altschul et al., 1990) fizemos as consultas no site do National
Center for Biotechnology Information (NCBI) com a ferramenta Blastn e o algoritmo
megablast. Fizemos os alinhamentos das sequéncias no programa online MAFFT versdo 7
(Katoh et al., 2017) usando como parametros a matriz de pontuacdo 200PAM / k = 2 e
penalidade de abertura de gap 1,53. Utilizamos para as anélises, sequéncias de dois espécimes
por espécie coletada (Tabela 1), codificamos as inser¢fes/deleces (indels) no programa
FastGap versdo 1.2 (Borchsenius, 2009).

As analises filogenéticas foram realizadas no servidor online Cyberinfrastructure for
Phylogenetic Research — CIPRES (Miller et al., 2010), e estimamos o modelo de substitui¢éo
nucleotidica pela ferramenta jModelTest2 (Posada, 2008). Para as arvores filogenéticas,
utilizamos como grupo externo sequéncias de Tectona grandis L. f. (nUmeros de GenBank
KJ012800 — matK e KJ426963 — trnH-psbA). Geramos as arvores filogenéticas pelo método de
inferéncia Bayesiana com a ferramenta MrBayes (Ronquist e Huelsenbeck, 2003), com 1milhé&o
de geracdes, salvando os parametros e as arvores a cada mil geragdes. Verificamos o tamanho
efetivo amostral (ESS) >200 e a convergéncia usando o programa Tracer v1.6.2 (Rambaut et
al., 2018). Descartamos 25% das arvores iniciais geradas e editamos as arvores finais no
programa FigTree v1.4.4 (Rambaut, 2009).

Para calcular as distancias genéticas dos géneros Handroanthus e Tabebuia foram
utilizadas as sequéncias geradas neste trabalho (concatenadas e codificadas), com o modelo
Kimura 2-pardmetros (K2P). Geramos as matrizes de distancia com o software PAUP
(Swofford, 2003) e entdo calculamos a média, o desvio padrao e 0s valores maximos e minimos
das distancias interespecificas e intraespecificas. Além disso, para os géneros Handroanthus e

Tabebuia, usamos a ferramenta Automatic Barcode Gap Definition — ABGD (Puillandre et al.,
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2011) com os marcadores concatenados e codificados, para avaliarmos o barcode gap das
distribuicdes das distancias par-a-par, com as configura¢bes: Pmin = 0,001, Pmax = 0,1,
diferentes valores de largura da lacuna X (de 0,5 a 1,5), Nb bins = 20 e modelo de substitui¢éo
K2P.

3. Resultados
3.1 Banco de dados

Amplificamos todas as amostras (24) com os marcadores trnH-psbA e matK (Tabela 1)
e geramos o total de 41 sequéncias, sendo 21 para o marcador trnH-psbA e 20 para matK
(Tabelas 2 e 3). O alinhamento das sequéncias do marcador matK ficou com 773 pares de base
(85 sitios variaveis) e do trnH-psbA com 444 pares de base sem a codificacdo dos indels (142
sitios variaveis). O alinhamento com os marcadores concatenados ficou com 1217 pares de base
(Tabela 4). As sequéncias obtidas a partir de espécimes considerados coespecificos,
corroboraram a identificagdo morfoldgica apresentando sequéncias iguais ou com baixissima
divergéncia (de 0 até 7% de divergéncia).

Na maioria dos casos, os resultados das buscas feitas no BLAST ndo se mostraram
eficientes para a identificacdo das espécies ou dos géneros (Tabelas 2 e 3). Para as 12 espécies
abordadas neste estudo, quatro tiveram a identificacdo correta com o marcador matK
(considerando o resultado dos cinco primeiros hits), sdo elas: Cybistax antisyphilitica,
Handroanthus ochraceus, Tabebuia aurea e Tecoma stans. Com o marcador trnH-psbA
também foram quatro identificacbes corretas (considerando o resultado dos cinco primeiros
hits): Handroanthus ochraceus, Jacaranda cuspidifolia, Tabebuia aurea e Tecoma stans.
Entretanto, quando considerado a identificacdo realizada apenas no primeiro hit, a porcentagem
de identificacdo ficou entre 8,33 e 18,66% (Tabela 4).

3.2 Arvores filogenéticas e distancias genéticas

Com base no numero de agrupamentos monofiléticos recuperados nas reconstrucoes das
arvores (Figuras 1, 2 e 3), alcancamos 100% de identificacdo no nivel de género com os dois
marcadores separados e concatenados. No nivel de espécie, a identificacdo ficou em 75% com
o marcador trnH-psbA e com os marcadores concatenados (trnH-psbA + matK), ao passo que
com o matK, a identificacdo alcangou 55,5% (Tabela 4).

Os valores de distancias genéticas foram calculados apenas para 0S @éneros

Handroanthus e Tabebuia, pois somente eles apresentavam mais de uma espécie abordada neste
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estudo. Nao houve sobreposi¢do dos valores intraespecificos e interespecificos das distancias
genéticas em nem um dos marcadores com nem uma espécie. A média das distancias
intraespecificas dos géneros Handroanthus e Tabebuia, foi de 0,0090 e 0,0212,
respectivamente. O valor maximo das distancias intraespecificas de Handroanthus e Tabebuia,
foi 0,0168 e 0,0332, respectivamente (Tabelas 5 e 6).

3.3 Barcode Gap

As andlises de Barcode gap (ABGD) foram feitas apenas para Handroanthus e
Tabebuia, que apresentavam mais de uma espécie. As andlises resultaram em agrupamentos
semelhantes ao dos agrupamentos formados nas arvores de inferéncia bayesiana. O género
Handroanthus (cinco espécies, nove amostras), resultou na formacao de quatro grupos, sao eles:
grupo 1 com a amostra de Handroanthus chrysotrichus, grupo 2 com as duas amostras de H.
impetiginosus e de H. heptaphyllus, grupo 3 com as amostras de H. serratifolius e grupo 4 com
as amostras de H. ochraceus. O género Tabebuia (quatro especies, cinco amostras), resultou na
formacéo de 3 grupos: grupo 1 com as unicas amostras de Tabebuia aurea e T. pallida, grupo

2 com as duas amostras de T. pentaphylla e grupo 3 com a amostra de T. roseoalba.

4. Discussao

Nossos resultados indicaram o trnH-psbA como melhor barcode para identificacdo das
espécies de ipés com 75% de acerto, considerando também 0 sucesso no processo de
amplificacdo e sequenciamento para este marcador. Por essa razdo, o marcador tem sido
utilizado por diversos autores para identificar espécies (Kress e Erickson, 2007; Shaw et al.,
2007; Dong et al., 2012; Castro et al., 2015; Inglis et al., 2018; Paranaiba et al., 2019), bem
como tem sido selecionado como melhor barcode locus-Unico para plantas com flores (Kress
et al., 2005). Apesar das arvores filogenéticas produzidas com os dados dos dois marcadores
concatenados (Figura 1) apresentarem melhores valores de sustentacdo dos ramos, o percentual
de identificacdo foi 0 mesmo com o marcador trnH-psbA, 75% (Tabela 4). Portanto, a utilizacédo
dos marcadores em conjunto melhorou o suporte de sustentacdo dos ramos, mas nao aumentou
o percentual de identificacdo das espécies. A utilizacdo de marcadores concatenados foge da
premissa de que um bom barcode precisa ser de sequéncia curta (Hebert et al., 2003; Yu et al.,
2017). Portanto, o marcador trnH-psbA apresentou um custo-beneficio maior que o marcador

matK e que os dois marcadores concatenados. Embora o trnH-psbA apresente alinhamento
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ambiguo, causado por altas taxas de insercOes e delecGes, 0 marcador é a regido mais variavel
nédo codificante do genoma plastidial em angiospermas (Kress et al., 2005; Shaw et al., 2007;
Heinze et al., 2014). Outra vantagem do trnH-psbA € que, pela sua dupla aplicabilidade
(filogenia e DNA barcoding), o marcador possui mais de 35 mil sequéncias disponiveis no
GenBank.

O matK ¢ indicado como barcode pelo alto poder de discriminar espécies, facilidade em
amplificacdo e aplicabilidade em outras areas da ciéncia (Kress e Erickson, 2007). Este foi o
barcode l6cus-tnico indicado por Lahaye et al. (2008) para plantas com flores, um dos
marcadores selecionados pelo CBOL (2009) e recomendado em conjunto com outros
marcadores por diversos autores (Shaw et al., 2007; Dong et al., 2012; Castro et al., 2015; Inglis
et al., 2018; Paranaiba et al., 2019).

Embora o rbcL tenha sido proposto como um barcode padrdo em conjunto com o trnH-
psbA e o matK (Chase et al., 2007; CBOL Plant Working Group 2009), o marcador tem menor
sucesso de amplificacdo (Kress et al., 2009; Kress et al., 2010), menor taxa de identificacdo de
espécies (Kress e Erikson, 2007) e ndo aumenta a porcentagem de identificacdo quando
associado em um multilocus com o trnH-psbA e o matk (Chase et al., 2005; Kress e Erickson
2007; Parmentier et al., 2013). Portanto, a op¢édo trnH-psbA + matk foi a melhor combinacgéo
de barcodes indicado por diversos autores (Lahaye et al., 2008; Parmentier et al. 2013).

Os dois principais géneros que incluem espécies conhecidas popularmente como ipés,
Handroanthus e Tabebuia, que representam 75% das espécies abordadas neste estudo,
apresentam um historico de classificacdo complexo (Gentry, 1969; Gentry, 1992; Santos,
2017). Tal confusdo, exprime a ideia de que as relacGes filogenéticas desses dois géneros ainda
estdo correlacionadas, sugerindo um processo de diversificacdo recente, resultando em uma
menor eficiéncia da técnica do DNA barcoding para todas as espécies (Hartvig et al., 2015).
Em nossas anélises exploratorias e finais (Figuras 1, 2 e 3), pudemos perceber isso de forma
explicita. Enquanto Cybistax, Jacaranda e Tecoma separaram entre si logo nas primeiras
rodadas de analises, Handroanthus e Tabebuia requereram mais esforcos para esclarecer as
relacdes, como por exemplo a codificacdo de indels e a conferéncia de espécimes (que foram
feitos para os cinco géneros). Na arvore filogenética com marcadores concatenados (Figura 1),
0 suporte de sustentacdo do ramo entre Handroanthus e Tabebuia foi baixo (0,7696).

Os espécimes de Handroanthus impetiginosus se agruparam com os de H. heptaphyllus,
enguanto as amostras de H. ochraceus se aninharam com H. chrysotrichus (Figura 1). Segundo

Gentry (1992), H. chrysotrichus pode facilmente ser considerada uma variedade H. ochraceus,
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enquanto para Fabris (1993) H. heptaphyllus deve ser incorporada a H. impetiginosus. Se 0s
quatro nomes forem considerados apenas duas espécies, as porcentagens de identificacao
encontradas aqui alcangam 100% com o trnH-psbA e com os marcadores concatenados.

A porcentagem de identificacdo de espécies pelas analises de BLAST foi baixa (Tabela
4). Este fato é explicado pela auséncia de sequéncias dos tdxons analisados neste estudo, no
GenBank, a baixa variacdo genética dos marcadores (e consequente falta de resolucdo
filogenética, especialmente se analisados separadamente), a erros de identificacdo dos
espécimes e desatualizacdo da nomenclatura das sequéncias disponiveis no GenBank
(Parmentier et al., 2013). Assim como para os resultados de Ghorbani et al. (2017), a taxa de
identificacdo pelas analises de BLAST, dependeu da disponibilidade de sequéncias de
referéncia nos bancos publicos. As identificacBes a nivel de familia foram 100% corretas.

Nossos resultados foram muito melhores (mais resolutivos geneticamente), quando
comparamos nossas amostras com nosso banco de dados local (analises de inferéncia bayesiana
e ABGD), que quando comparamos com 0 banco de dados publico (analises de BLAST e
analises exploratorias). Isso deve-se ao fato de que o nosso banco de dados local contemplou
todas as espécies amostradas neste estudo (Ghorbani et al., 2017). No banco de dados publico,
seis das 12 espécies que trabalhamos ndo tinham sequéncias disponiveis para qualquer
marcador no GenBank. Apesar do banco de dados local ser abrangente no nimero de espécies,
ele ndo consegue ser abrangente na diversidade de hapl6tipos dentro das espécies, pois a
amostra testada pode ter um haplétipo diferente dos individuos coespecificos representado em

tal banco (Parmentier et al., 2013).

5. Concluséo

Em conclusédo, recomendamos o marcador plastidial trnH-psbA para a identificacdo das
12 espécies de ipés encontrados na cidade de Campo Grande, Mato Grosso do Sul. Ressaltamos
a importancia deste estudo na melhoria e aumento do banco de dados publico de DNA e também

na direcdo do entendimento das relacdes filogenéticas do grupo em questéo.
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Material suplementar

Informagdes adicionais podem ser encontradas online na guia de informacdes de suporte deste
artigo.

Material suplementar: pranchas com detalhes de descrigdo taxondmica, distribuicéo, locais
de amostragem, informacbes de espécimes e chaves de identificacdo utilizadas para a
identificacdo morfoldgica de espécimes de “ipés” urbanos (Bignoniaceae) utilizados neste

estudo.

Legendas das figuras

Fig. 1. Arvore de inferéncia bayesiana de espécies de ipés dos géneros Cybistax, Jacaranda,
Handroanthus, Tabebuia e Tecoma utilizando os marcadores matK e psbA-trnH, com as
sequéncias geradas neste trabalho.

Fig. 2. Arvore de inferéncia bayesiana de espécies de ipés dos géneros Cybistax, Jacaranda,
Handroanthus, Tabebuia e Tecoma utilizando o marcador matK com as sequéncias geradas
neste trabalho.

Fig. 3. Arvore de inferéncia bayesiana de espécies de ipés dos géneros Cybistax, Jacaranda,
Handroanthus, Tabebuia e Tecoma utilizando o marcador psbA-trnH, com as sequéncias
geradas neste trabalho.
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Tabela 1. Relagdo das espécies coletadas com seus espécimes, cddigo de acesso a sequéncia de DNA no GenBank,

cédigo no herbario CGMS e a coordenada em que a amostra foi coletada.

Espécie Espécime Voucher* Primer**
Cybistax antisyphilitica Cybistax 3 CGMS 75777 1(2)
Cybistax antisyphilitica Cybistax 4 CGMS 75778 1(2)
Handroanthus chrysotrichus H_chrysotrichus 2 PGS 17 2 (1)
Handroanthus chrysotrichus H_chrysotrichus 4 PGS 34 2 (1)
Handroanthus heptaphyllus H_heptaphyllus 2 PGS 18 1)
Handroanthus heptaphyllus H_heptaphyllus 4 PGS 25 1)
Handroanthus impetiginosus H_impetiginosus 3 CGMS 75782 1(2)
Handroanthus impetiginosus H_impetiginosus 4 CGMS 75783 1(2)
Handroanthus ochraceus H_ochraceus 1 PGS 35 1(1)
Handroanthus ochraceus H_ochraceus 3 PGS 37 1(1)
Handroanthus serratifolius H_serratifolius 1 PGS 38 1(1)
Handroanthus serratifolius H_serratifolius 5 PGS 51 1(1)
Jacaranda cuspidifolia J_cuspidifolia 1 PGS 22 2 (1)
Jacaranda cuspidifolia J_cuspidifolia 3 PGS 33 1)
Tabebuia aurea T aurea l PGS 20 1(2)
Tabebuia pallida T pallida 1 PGS 52 1(2)
Tabebuia pallida T pallida 2 PGS 53 2(2)
Tabebuia pentaphylla T pentaphylla 1 PGS 11 2 (1)
Tabebuia pentaphylla T _pentaphylla 3 PGS 26 1(2)
Tabebuia roseoalba T _roseoalba 2 PGS 56 2 (1)
Tabebuia roseoalba T _roseoalba 4 PGS 54 1(2)
Tecoma stans Tecoma 2 PGS 29 1(2)

Tecoma stans Tecoma 3 PGS 31 1 Q)

*Espécimes depositados no herbario CGMS da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande

(MS), Brasil. **Primers utilizados na PCR e no sequenciamento: psbA-trnH (matK). 1 psbA-trnH = par de primer
psbA3 f e trnHf_05. 2 psbA-trnH = psbA e trnH (GUG). 1 matK = 3F_KIM Fe 1R_KIM R. 2 matK = TOmatK(F)

e trnK2(R).
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Tabela 2. Resultado do BLAST para o marcador trnH-psbA para as 12 espécies urbanas de ipé em Campo Grande, com os cinco primeiros hits usando o E-value como

referéncia e a porcentagem e identidade.

Espécie

Espécime

Identificacdo no GenBank (n° de acesso)

% identidade

Cybistax antisyphilitica

Cybistax antisyphilitica

Handroanthus chrysotrichus

Handroanthus impetiginosus

Handroanthus impetiginosus

Cybistax_3

Cybistax_4

H_chrysotrichus_2

H_impetiginosus_3

H_impetiginosus_4

Godmania aesculifolia (HG963800)
Radermachera microcalyx (KR533838, KR533837, KR533836)
Tabebuia rosea (JX856963)

Godmania aesculifolia (HG963800)
Radermachera microcalyx (KR533838, KR533837, KR533836)
Tabebuia rosea (JX856963)

Tabebuia guayacan (GQ98237)

Magnoliophyta — amostra ambiental (LN898972)

Tabebuia chrysantha (HG963560), Tabebuia rosea (JX856962),
Handroanthus ochraceus (HG963652)

Tabebuia guayacan (GQ982377)

Crescentia cujete (KJ426683)

Amphitecna latifolia (KJ426602)

Handroanthus ochraceus (HG963652)
Magnoliophyta — amostra ambiental (LN898972)

Tabebuia guayacan (GQ982377)

Crescentia cujete (KJ426683)

Amphitecna latifolia (KJ426602)

Handroanthus ochraceus (HG963652)
Magnoliophyta — amostra ambiental (LN898972)

91,04% a 87,39%

91,04% a 87,39%

96,95% a 95,67%

98,33% a 97,03%

98,34% a 96,03%
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Tabela 2. Continuagéo.

Espécie

Espécime

Identificacdo no GenBank (n° de acesso)

% identidade

Handroanthus heptaphyllus

Handroanthus heptaphyllus

Handroanthus ochraceus

Handroanthus ochraceus

Handroanthus serratifolius

H_heptaphyllus_2

H_heptaphyllus_4

H_ochraceus_1

H_ochraceus_3

H_serratifolius_1

Tabebuia guayacan (GQ982377)

Crescentia cujete (KJ426683)

Amphitecna latifolia (KJ426602)

Handroanthus ochraceus (HG963652)
Magnoliophyta — amostra ambiental (LN898972)

Tabebuia guayacan (GQ982377)

Crescentia cujete (KJ426683)

Amphitecna latifolia (KJ426602)

Handroanthus ochraceus (HG963652)
Magnoliophyta — amostra ambiental (LN898972)

Magnoliophyta — amostra ambiental (LN898972)
Tabebuia chrysantha (HG963560)

Tabebuia guayacan (GQ982377)

Tabebuia rosea (JX856962)

Handroanthus ochraceus (HG963652)

Magnoliophyta — amostra ambiental (LN898972)
Tabebuia chrysantha (HG963560)

Tabebuia guayacan (GQ982377)

Tabebuia rosea (JX856962)

Handroanthus ochraceus (HG963652)

Tabebuia guayacan (GQ982377)

Handroanthus ochraceus (HG963652)
Crescentia cujete (KJ426683)

Amphitecna latifolia (KJ426602)

Magnoliophyta — amostra ambiental (LN898972)

98,34% a 96,03%

98,34% a 96,03%

97,26% a 95,97%

96,93% a 95,95%

97,69% a 96,04%
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Tabela 2. Continuagéo.

Espécie

Espécime

Identificacdo no GenBank (n° de acesso)

% identidade

Handroanthus serratifolius

Jacaranda cuspidifolia

Jacaranda cuspidifolia

Tabebuia aurea

Tabebuia pallida

Tabebuia pallida

Tabebuia pentaphylla

H_serratifolius_5

J_cuspidifolia_1

J_cuspidifolia_3

T aurea_1

T pallida_1

T pallida_2

T pentaphylla_1

Tabebuia guayacan (GQ982377)

Handroanthus ochraceus (HG963652)
Crescentia cujete (KJ426683)

Amphitecna latifolia (KJ426602)

Magnoliophyta — amostra ambiental (LN898972)

Jacaranda mimosifolia (JX856901)
Jacaranda cuspidifolia (JX856900)
Jacaranda puberula (KF421097)
Jacaranda sp. (JN661808)
Digomphia laurifolia (MF786111)

Jacaranda mimosifolia (JX856901)
Jacaranda cuspidifolia (JX856900)
Jacaranda puberula (KF421097)
Digomphia laurifolia (MF786111)
Jacaranda puberula (KF421098)

Handroanthus aureus (MH622118, JX856960, JX856958,
KM054215, KM054445)

Tabebuia heterophylla (HM447007, MH622119)
Tabebuia schumanniana (KJ426959, KJ426961, KJ426960)

Tabebuia heterophylla (HM447007, MH622119), Tabebuia
schumanniana (KJ426959, KJ426961, KJ426960)

Magnoliophyta — amostra ambiental (LN899139, LN899158)
Simarouba amara (GQ982359)
Tabebuia rosea (HG963662, JX856963)

97,39% a 95,47%

99,37% a 95,68%

93,69% a 90,29%

100% a 99,15%

100% a 97,77%

97,59% a 95,37%

100% a 96,81%
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Tabela 2. Continuagéo.

Espécie

Espécime

Identificacdo no GenBank (n° de acesso)

% identidade

Tabebuia pentaphylla

Tabebuia roseoalba

Tecoma stans

Tecoma stans

T pentaphylla_3

T roseoalba_4

Tecoma_2

Tecoma_3

Magnoliophyta — amostra ambiental (LN899139, LN899158),
Simarouba amara (GQ982359), Tabebuia rosea (HG963662,
JX856963)

Handroanthus aureus (MH622118, JX856960, KM054215,
JX856958, KM054445)

Magnoliophyta — amostra ambiental (LN899144, LN899143,
LN898974)

Tecoma stans (HG963507)

Radermachera microcalyx (KR533838)

Magnoliophyta — amostra ambiental (LN899144, LN899143,
LN898974)

Tecoma stans (HG963507)

Radermachera microcalyx (KR533838)

100% a 96,81%

88,86% a 87,70%

99,04% a 89,78%

99,04% a 89,78%
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Tabela 3. Resultado do BLAST para o marcador matK para as 12 espécies urbanas de ipé em Campo Grande, com os cinco primeiros hits usando o E-value como referéncia e

a porcentagem e identidade.

Espécie Espécime Identificagc@o no GenBank (n° de acesso) % identidade
Godmania aesculifolia (JQ587017, JQ587016, JQ587015)

Cybistax antisyphilitica Cybistax_3 Cybistax antisyphilitica (MG833463) 99,19% a 98,15%
Zeyheria tuberculosa (MG719041)
Godmania aesculifolia (JQ587017, JQ587016, JQ587015)

Cybistax antisyphilitica Cybistax_4 Cybistax antisyphilitica (MG833463) 99,32% a 98,28%

Handroanthus chrysotrichus

Handroanthus impetiginosus

Handroanthus impetiginosus

Handroanthus heptaphyllus

Handroanthus heptaphyllus

Handroanthus ochraceus

Handroanthus serratifolius

H_chrysotrichus_2

H_impetiginosus_3

H_impetiginosus_4

H_heptaphyllus_2

H_heptaphyllus_4

H_ochraceus_1

H_serratifolius_1

Zeyheria tuberculosa (MG719041)

Handroanthus ochraceus (MG718891)
Handroanthus umbellatus (MG719027)
Tabebuia guayacan (JQ587039, JQ587031, JQ587032)

Handroanthus albus (KF981308)
Tabebuia guayacan (JQ587039, JQ587031, JQ587032, JQ587035)

Handroanthus albus (KF981308)
Tabebuia guayacan (JQ587039, JQ587031, JQ587032, JQ587035)

Handroanthus albus (KF981308)
Tabebuia guayacan (JQ587039, JQ587031, JQ587032, JQ587035)

Handroanthus albus (KF981308)
Tabebuia guayacan (JQ587039, JQ587031, JQ587032, JQ587035)

Handroanthus umbellatus (MG719027)
Handroanthus ochraceus (MG718891)
Tabebuia guayacan (JQ587039, JQ587031, JQ587032)

Tabebuia guayacan (JQ587039, JQ587031, JQ587032, JQ587035, JQ587034)

96,95% a 95,67%

98,70% a 98,31%

99,61% a 99,22%

99,74% a 99,48%

99,48% a 99,09%

100% a 99,58%

99,61% a 99,48%
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Tabela 3. Continuagéo.

Espécie

Espécime

Identificacdo no GenBank (n° de acesso)

% identidade

Handroanthus serratifolius

Jacaranda cuspidifolia

Jacaranda cuspidifolia

Tabebuia aurea

Tabebuia pallida

Tabebuia pentaphylla

Tabebuia pentaphylla

Tabebuia roseoalba

H_serratifolius_5

J_cuspidifolia_1

J_cuspidifolia_3

T aurea 1

T pallida_1

T pentaphylla_1

T _pentaphylla_3

T roseoalba 3

Tabebuia guayacan (JQ587039, JQ587031, JQ587032, JQ587035, JQ587034)

Jacaranda mimosifolia (JX518220, MN450152, AJ429328)
Jacaranda micrantha (MG718974)
Jacaranda puberula (MG718684)

Jacaranda mimosifolia (JX518220, MN450152, AJ429328)
Jacaranda micrantha (MG718974)
Jacaranda puberula (MG718684)

Handroanthus aureus (MH621560)

Tabebuia heterophylla (HQ384521, MH621562.)
Tabebuia palustris (JQ587052)

Tabebuia guayacan (JQ587039)

Tabebuia heterophylla (HQ384521, MH621562)
Tabebuia palustris (JQ587052)

Tabebuia karsoana (KJ012794)

Handroanthus aureus (MH621560)

Tabebuia rosea (JQ587058, JQ587055)
Tabebuia heterophylla (MH621562)
Tabebuia schumanniana (KJ012798)
Tabebuia rigida (KJ012795)

Tabebuia rosea (JQ587058, JQ587055)
Tabebuia heterophylla (MH621562)
Tabebuia rigida (KJ012795)

Tabebuia karsoana (KJ012794)

Tabebuia heterophylla (HQ384521)
Tabebuia palustris (JQ587052)
Tabebuia guayacan (JQ587039, JQ587031, JQ587032)

99,61% a 99,48%

99,09% a 98,67%

99,09% a 98,67%

100% a 98,83%

100% a 99,58%

100% a 99,84%

99,85% a 99,55%

99,74% a 89,96%
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Tabela 3. Continuagéo.

Espécie

Espécime

Identificacdo no GenBank (n° de acesso)

% identidade

Tabebuia roseoalba

Tecoma stans

Tecoma stans

T roseoalba_4

Tecoma_2

Tecoma_3

Tabebuia heterophylla (HQ384521, MH621562)
Tabebuia palustris (JQ587052)

Handroanthus aureus (MH621560)

Tabebuia guayacan (JQ587039)

Tecoma stans (HQ384522, JX495765, JX517475)
Eccremocarpus scaber (HQ384523)
Tabebuia heterophylla (HQ384521)

Tecoma stans (HQ384522, JX495765, JX517475)
Eccremocarpus scaber (HQ384523)
Tabebuia heterophylla (HQ384521)

99,61% a 98,83%

99,35% a 96,23%

99,35% a 96,23%
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Tabela 4. Viséo geral dos resultados das identificagdes por inferéncia bayesiana e por BLAST com os marcadores separados e concatenados. A porcentagem de identificacdo
refere-se & proporc¢do de espécies monofiléticas recuperadas com diferentes conjuntos de dados.

Sequéncias % de identificacdo
Alinhamento
Conjuntos de dados Géneros Espécies  Espécies pareadas Bases (pb)* (pb) Género Espécie BLAST**
psbA-trnH 5 12 9 372-522 444 100% 75% 8,33%
matk 5 12 9 616-878 773 100% 55,5% 18,66%
psbA-trnH + matK 5 12 8 1042-1709 1217 100% 75% _

*Pares de base com as sequéncias de DNA brutas. **Consideramos identificacdo correta o resultado do primeiro hit.

42



Tabela 5. Valores das distancias genéticas (média, desvio padrdo e valores maximo e minimo) para o género
Handroanthus com os marcadores concatenados e codificados com as sequéncias geradas neste estudo.

N° Intra Intra Intra Intra Inter Inter Inter
Género Espécie ind média DP max  min meédia  Inter DP mdx  min
Handroanthus 0,0091  0,0045 0,0168 0,0009

H.

Handroanthus chrysotrichus 1 - - - - 0,0130 0,0043 10,0168 0,0059
H.

Handroanthus impetiginosus 2 0,0009 - - - 0,0090 0,0048 0,0160 0,0009
H.

Handroanthus heptaphyllus 2 0,0037 - - - 0,0091 0,0049 0,0168 0,0009

Handroanthus H. ochraceus 2 0,0010 - - - 0,0095 0,0018 0,0121 0,0059
H.

Handroanthus serratifolius 2 0,0009 - - - 0,0112 0,0016 0,0140 0,0088
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Tabela 6. Valores das distancias genéticas (média, desvio padrdo e valores maximo e minimo) para o género

Tabebuia com os marcadores concatenados e codificados com as sequéncias geradas neste estudo.

N° Intra Intra Intra Intra Inter Inter Inter Inter
Género  Espécie ind média DP max min média DP max min
Tabebuia 0,0212 0,0092 0,0332 0,0000 - - - -
Tabebuia T. aurea 1 - - - - 0,0194 0,0014 0,0209 0,0177
Tabebuia T. pallida 1 - - - - 0,0220 10,0040 0,0274 0,0177
T.
Tabebuia pentaphylla 2 0,0000 - - - 0,0244  0,0063 0,0332 0,0189
T.
Tabebuia roseoalba 1 - - - - 0,0283 0,0065 0,0332 0,0332
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Fig. 1. Arvore de inferéncia bayesiana de espécies de ipés dos géneros Cybistax, Jacaranda, Handroanthus,

Tabebuia e Tecoma utilizando os marcadores matK e psbA-trnH, com as sequéncias geradas neste trabalho.
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Fig. 2. Arvore de inferéncia bayesiana de espécies de ipés dos géneros Cybistax, Jacaranda, Handroanthus,

Tabebuia e Tecoma utilizando o marcador matK com as sequéncias geradas neste trabalho.
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Fig. 3. Arvore de inferéncia bayesiana de espécies de ipés dos géneros Cybistax, Jacaranda, Handroanthus,

Tabebuia e Tecoma utilizando o marcador psbA-trnH, com as sequéncias geradas neste trabalho.
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