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RESUMO

Entre as familias mais utilizadas no arsenal terapéutico para produgao de fitoterapicos, destaca-
se a familia Asteraceae que se caracteriza pela presenga de 6leos essenciais e de inflorescéncia
em capitulos. Dentre as inimeras espécies dessa familia, algumas foram selecionadas para
serem cultivadas no Horto Medicinal Berta Lange de Morretes da Universidade Federal do
Maranhdao por serem utilizadas como medicinais: Artemisia vulgaris L., conhecida
popularmente como Absinto ou Losna, que na pratica popular, é conhecida por seus efeitos
analgésicos e antiespasmodicos e a Solidago chilensis M., conhecida por Aguardente ou Arnica,
que ¢é utilizada como diurética, sedativa, antiespasmédica e cicatrizante. Com o aumento
expressivo da demanda de medicamentos a base de espécies vegetais, sdo necessarios, cada vez
mais, estudos que comprovem sua eficicia, seguranca e a qualidade. Vdrias técnicas tém sido
desenvolvidas para melhorar a avaliagao da qualidade de fitoterdpicos e quanto a autenticidade,
destacando-se a analise microscdpica e macroscopica, e uma técnica mais avangada que utiliza
DNA vegetal, denominada DNA Barcoding. O objetivo desse trabalho € avaliar sequencias de
DNA que possam ser empregadas com DNA Barcode (marcadores moleculares) e realizar
caracterizacdo macro-microscopica das espécies vegetais selecionadas, pertencentes a familia
Asteraceae. Para as descri¢des morfo-anatomicas, utilizou-se metodologia cldssica descrita na
literatura. Para a extracdo de DNA, utilizou-se o procedimento CTAB (LEROY et al., 2002),
havendo a padronizacao da técnica, seguindo as caracteristicas de cada espécie vegetal, visando
o melhor rendimento das amostras de DNA. Estas foram quantificadas, amplificadas por
Reacdo de Cadeia de Polimerase (PCR), utilizando primers que amplificam regides diversas, e
purificadas para serem sequenciadas. Apos o sequenciamento desses produtos de PCR, estes
foram analisados pelo programa BLAST. Obteve-se 4 amostras de DNA de cada, porém o
procedimento de sequenciamento foi realizado apenas nas amostras de Solidago chilensis
Meyen, pois foi a que demostrou ter melhor amostra de PCR. Como resultados conclusivos foi
possivel padronizar protocolo de extracdo de DNA das espécies estudadas além da
caracterizacdo anatdmica microscopica e macroscopica que podem, contribuir assim com a
determinagdo de parametros de autenticidade de espécies vegetais analisadas, além disso, a
andlise de DNA Barcode proporcionou resultados que demonstram que essa etapa de
identificacdo molecular incorporada ao processo de producdo de fitoterdpicos agregard
melhoria na qualidade além de diminuir o uso de espécies incorretas que induz, geralmente, a

inimeras reagdes adversas.

Palavras-chave: DNA Barcoding. Microscopia. Asteraceae.



ABSTRACT

Among the families most used in the therapeutic arsenal for phytotherapeutic production, the
Asteraceae family stands out, characterized by the presence of essential oils and inflorescence
in chapters. Among the numerous species of this family, some were selected to be cultivated in
Berta Lange de Morretes Medical Garden of the Federal University of Maranhdo because they
are used medicinally as: Artemisia vulgaris L., popularly known as Absinth or Losna, which in
popular practice is known for its analgesic and antispasmodic effects and Solidago chilensis
M., known as Aguardente or Arnica, which is used as a diuretic, sedative, antispasmodic and
healing. With the expressive increase in the demand for medicines based on plant species, more
and more studies are needed to prove its efficacy, safety and quality. Several techniques have
been developed to improve the evaluation of the quality of phytotherapics and authenticity,
including microscopic and macroscopic analysis, and a more advanced technique using DNA
DNA, called DNA Barcoding. The objective of this work is to evaluate DNA sequences that
can be used with DNA Barcode (molecular markers) and perform macro-microscopic
characterization of the selected plant species belonging to the Asteraceae family. For the
morpho-anatomical descriptions, the classical methodology described in the literature was used.
For the extraction of DNA, the CTAB procedure was used (LEROY et al., 2002), with the
standardization of the technique, following the characteristics of each plant species, aiming at
the best yield of the DNA samples. These were quantified, amplified by Polymerase Chain
Reaction (PCR), using primers that amplify diverse regions, and purified to be sequenced. After
the sequencing of these PCR products, they were analyzed by the BLAST program. Four DNA
samples were obtained from each one. However, the sequencing procedure was performed only
on the samples of Solidago chilensis Meyen, because it was the one that showed a better PCR
sample. As conclusive results it was possible to standardize the DNA extraction protocol of the
studied species besides the microscopic and macroscopic anatomical characterization that can,
thus, contribute to the determination of authenticity parameters of the analyzed plant species,
in addition, DNA analysis Barcode provided results that demonstrate that this stage of
molecular identification incorporated into the phytotherapeutic production process will add
quality improvement and decrease the use of incorrect species, which generally induce a

number of adverse reactions.

Keywords: DNA Barcoding. Microscopy. Asteraceae.
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1. INTRODUCAO

Ao decorrer do processo evolutivo, as sociedades humanas foram desenvolvendo
técnicas e habilidades para a utilizagdo de plantas como fonte de nutricdao e forma de combater
suas patologias, conhecendo assim, por experimentacdo, seus efeitos benéficos e possiveis
efeitos toxicos (FERREIRA et al., 2010)

Atualmente, com o avango tecnoldgico-cientifico em vdrias dreas da saudde, a busca por
praticas alternativas e menos agressivas destinadas ao atendimento primdrio a saide vem
crescendo exponencialmente, destacando-se entre elas, a fitoterapia. (RIBEIRO et al., 2005).
Com o desenvolvimento da pesquisa cientifica e com recorrente necessidade pela sociedade,
plantas vem sendo estudadas, visando a validagdo para assegurar a eficdcia e seguranca sendo
que este propdsito vem se tornando o objetivo de planos de satide de diversos paises. Tanto que,
expressivamente, temos que metade dos 25 medicamentos mais vendidos no mundo tem sua
origem em metabdlitos secundarios de origem vegetal, caracterizando assim sua marcante
presenca no ambito farmacéutico (ALVES, 2001).

A comercializacdo de plantas medicinais, em dados estatisticos, € responsdvel pela
movimentacao global de US$ 21,7 bilhdes/ano (CARVALHO et al., 2008; KHAN et al., 2012.),
além de registrar um crescimento de 5-15% ao ano, de acordo com dados divulgados pelo Banco
Mundial, mostrando expressivamente a alta demanda de medicamentos oriundos da pratica da
fitoterapia, demonstrando sua importancia na 4rea de satde publica (MARIN, 2014).

Entre as familias mais utilizadas na terapéutica na producdo de fitoterdapicos, destaca-se
a familia Asteraceae que é o grupo sistemdtico mais numeroso dentro das Angiospermas,
compreendendo cerca de 1.100 géneros e 25.000 espécies. Sao plantas que podem ser
encontradas no aspecto de pequenas ervas, arbustos, ou em alguns casos, arvores. Cerca de 98%
dos géneros sdo constituidos por plantas de pequeno porte, e sao encontradas em todos 0s tipos
de habitats, porém, em maior nimero na América do Sul. Essa familia possui uma ampla
abordagem na literatura em que sao descritas suas inimeras composi¢des quimicas e atividades
bioldgicas, sendo estas, ja disponiveis em diversos medicamentos (PIZZOLATTI et. al, 2005)

Dentre inimeras plantas da familia Asteraceae utilizadas na medicina popular, temos
Artemisia vulgaris L., conhecida popularmente como Absinto ou Losna que, na pratica popular,
€ conhecida por seus efeitos analgésicos e antiespasmoddicos sendo empregada também para
dispepsia, epilepsia, dores reumaticas, febres, anemias e como vermifugo (LORENZI et al.,
2003); e Solidago chilensis M., conhecida por Erva-lanceta, arnica ou arnica-brasileira, e €

utilizada popularmente como adstringente, oftdlmica, diurética, mucilaginosa, vulneraria,



estomdquica, sedativa, antiespasmoédica, anti-hemorrédgica, cicatrizante, odontdlgica e no
tratamento de contusdes, traumatismos, feridas, varizes, frieiras, pruridos, paralisia, fraqueza
das articulacdes, tosse convulsiva e derrame interno de sangue (MARIN, 2014).

De Acordo com LORENZI & MATOS (2003) “Artemisia vulgaris L. (Asteraceae), é
uma espécie aromdtica, herbicea, perene e rizomatosa origindria da Europa ou Asia. Na
composi¢do quimica destacam-se o Oleo essencial rico em terpenos (cineol e tuiona),
flavondides, taninos, saponinas, resinas, principios amargos e artemisina”.

Segundo TELLES et. al. (2010) “A espécie Solidago chilensis M cresce
abundantemente nos dominios geograficos da Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica e Pampa”. Em
relacdo aos constituintes majoritdrios, foi identificada, nas inflorescéncias, a presenca dos
acidos 3,4-O-dicafeoilquinico e 4,5-O-dicafeoilquinico, ja nas folhas foi obtido o resultado
positivo para a presenca de rutina e quercetina e dcido gdlico. (MARIN, 2014).

Com o aumento expressivo da demanda de medicamentos a base de espécies vegetais,
sd0 necessdrios, cada vez mais, estudos que comprovem a determinada eficicia e,
associadamente, a seguranga do mesmo quando disponibilizado a populacio (REZENDE;
COCCO, 2002). Os produtos de origem vegetal necessitam de um controle de qualidade
adequado e especifico, tanto para suas matérias primas quanto para o produto final acabado,
sendo este controle o determinante conclusivo para avaliagdo do tripé eficicia, seguranca e
qualidade. (DAOLIO, 2006)

Desde 1995, o Ministério da Saide determinou que, para serem comercializados, os
fitoterdpicos industrializados necessitam de registro e, para isso, algumas informagdes técnicas
sdo exigidas como eficicia, seguranca e parametros de qualidade. Atualmente, a RDC 26/2014
ANVISA/MS estabelece as regras para registro e/ou notificacdo de fitoterdpicos pela inddstria
nacional. Essa legislacdo classificou os fitoterapicos em dois tipos: medicamento fitoterapico e
produto tradicional fitoterdpico. Estes diferenciam-se pela forma de avaliacdo de sua eficacia
que, para os medicamentos fitoterdpicos, utilizam-se ensaios pré-clinicos e clinicos e para os
produtos tradicionais fitoterdpicos, s@o utilizados estudos de etnobotanica por tradicionalidade
de uso (BRASIL, 2014)

Esta legislacdo estabelece que as plantas utilizadas como matéria-prima, tanto para
obtencdo de preparagdes caseiras pela populacdo quanto as utilizadas pela inddstria para
producdo de medicamento industrializado, precisam ser avaliadas em relacdo a sua qualidade
quanto a autenticidade, integridade e pureza (BRASIL, 2014).

A pureza é um parametro importante das matérias-primas vegetais e consiste em

verificar a presenca de materiais estranhos que podem ser partes de outras plantas, outras partes
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da mesma planta, terra, insetos, bactérias, fungos, dentre outros materiais. Os parametros
farmacogndsticos como determinacdo de cinzas totais e perda por dessecacdo, além da
avaliacdo de presenca de contaminantes microbioldgicos, sdo os mais empregados para
verificacdo da pureza de drogas vegetais (BRASIL, 2004).

A umidade em drogas vegetais, determinada pela técnica de perda por dessecacdo,
acelera a atividade enzimatica e consequentemente leva a degradagdo de constituintes quimicos,
além de possibilitar o crescimento de fungos e bactérias. Por isso, os valores de perda por
dessecacdo sdo importantes na avaliagdo da qualidade da droga vegetal, no que diz respeito a
pureza (BRASIL, 2014).

A autenticidade consiste em determinar se a espécie vegetal correta seré utilizada para
a producao do fitoterdpico. Da mesma forma, toda planta na forma de droga vegetal (seca), seja
para fins medicinais ou ndo, vendidas em mercados, feiras, supermercados ou farmdcias deve
ter sua autenticidade garantida, para assegurar o uso da espécie correta. A autenticidade é
normalmente avaliada por meio das caracteristicas morfo-anatdmicas, comparando com a
descri¢ao descrita na literatura (CARDOSO, 2009).

Mais recentemente, marcadores moleculares vém sendo utilizados, embora ainda nao
representem uma rotina nas inddstrias. Marcadores moleculares consistem no estudo de
fragmentos de DNA, a partir de vérias técnicas. Apesar de ainda ndo ser recomendada pelas
normas e regulamentos da ANVISA, a técnica de DNA Barcoding vem se destacando dentre
as outras técnicas moleculares, (JANUARIO, 2014).

De acordo com FORD et al. (2009) “O DNA Barcoding deve ter uma regido ideal e que
atenda a alguns critérios; para facilitar a amplificacdo e o sequenciamento, o fragmento deve
ter sequéncia com comprimento curto; suficientemente varidvel para separar espécies irmas; e
apresentar sitios conservados para o desenvolvimento de primers universais.

O grande objetivo desta técnica € fornecer um rapido e preciso método automatico para
identificacdo das espécies, utilizando regides do DNA padronizadas (JANUARIO, 2014).
Sendo assim baseada na comparacdo de variagdes intra-especifica e inter-especifica de
sequencias de DNA visando a determinacdo mais eficiente na identificacdo das espécies em
estudo.

Seguindo a premissa da necessidade da autenticidade na formulacao de fitoterdpicos, do
grande alcance que estes tém demonstrado como terapia alternativa na saide publica em geral,
¢ de grande importancia que plantas medicinais brasileiras tenham marcadores por DNA
Barcoding depositados em banco de dados de sequencias de DNA, amplificando a abordagem

dessa técnica. Dessa forma, este trabalho tem como objetivo avaliar sequencias de DNA que
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possam ser empregadas com DNA Barcoding (marcadores moleculares), além de realizar a
caracterizacdo microscOpica de espécies vegetais da familia Asteraceae, cultivada no horto
medicinal da Universidade Federal do Maranhdao que apresentam potencial para

desenvolvimento de fitoterdpicos.
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2. REFERENCIAL TEORICO

e DNA Barcoding:

A utilizacdo de DNA Barcode como marcador molecular, associado a técnicas de
autenticidade j4 diversamente aplicadas, torna ainda mais seguro e confidvel os parametros
estudados. Visto que, pela consolidacdo do uso, a técnica de DNA Barcoding se estabelece
como um sistema universal que, através de regides especificas do DNA, consegue realizar a
identificacdo de vdrios organismos em nivel especifico com precisdo e eficiéncia, (HEBERT et
al., 2003).

De acordo com FORD et al. (2009) “O DNA Barcoding deve ter uma regido ideal e que
atenda a alguns critérios: o fragmento deve ter sequéncia com comprimento curto, para facilitar
a amplificacdo e o sequenciamento; suficientemente varidvel para separar espécies irmas; e
apresentar sitios conservados para o desenvolvimento de primers universais ”

O DNA barcode apresenta inlimeras vantagens quanto ao seu amplo espectro de
finalidades bioldgicas, temos diversos exemplos de sua utilizacdo na bibliografia pesquisada,
que entre elas se destacam: inventdrios floristicos e delimitacOes na taxonomia de espécies,
revisdes taxonOmicas deteccdo de espécies recém descobertas no ecossistema; também € ser
utilizado como um recurso forense, podendo confirmar e auxiliar no reconhecimento de
espécies de plantas sujeitas a biopirataria (COSTION et al., 2011; HEBERT et al., 2003).

O grande objetivo do DNA Barcoding é fornecer um método automatico rapido e preciso
para identificag@o das espécies utilizando regides do DNA padronizadas (JANUARIO, 2014).
Sendo assim baseada na comparacdo de variagdes intra-especifica e inter-especifica de
sequencias de DNA visando a determinacdo mais eficiente na identificacdo das espécies em
estudo.

e Anatomia Foliar de Espécies Vegetais

No ramo da ciéncia da fitoterapia um dos maiores obstaculos é a diversidade e
variabilidade dos nomes populares, pelos quais a maioria € conhecida, e sdo atribuidos as
plantas, que sofrem interferéncia, principalmente, pela variacdo de acordo com a regido do
Brasil (LORENZI; MATOS, 2002).

Dessa forma, a comercializacdo de um fitoterdpico deve ter uma consistente, base que
comega com a correta identificacao. Para esse resultado, a técnica de andlise da anatomia foliar
com estudos macroscépico e microscopicos € a mais disseminada e acessivel, sendo parte
essencial do controle de qualidade de medicamentos compostos por plantas medicinais

(MARTINS et. al, 2006)
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Para a caracterizacdo microscOpica de folhas adultas das espécies selecionadas,
geralmente sdo obtidas sec¢des transversais e paradérmicas a mao livre, que passam por todo
um protocolo ja estabelecido (KRAUS; ARDUIN, 1997). E em seguida, as 1aminas seguem
para o microscopio Optico. Ja para a caracterizacdo macroscépica, as folhas sdo submetidas a
estudos macroscépicos, avaliando aspectos sensoriais, de dpice, superficie, formato, margem e

venagdo (OLIVEIRA et al, 1998).

e Plantas Medicinais

Partindo do conceito que o conhecimento de plantas medicinais € altamente
popularizado, principalmente em tribos indigenas, e que essa utilizacdo para tratamento de
diversas enfermidades através de efeitos pelos metabdlitos presentes em espécies vegetais € a
base da medicina desde o primérdio, é compreendido sua demanda e diversas observacoes
populares sobre a eficicia, o que contribui diretamente para o aumento da relevancia desse
campo medicinal, e atrai diversas pesquisas de foco cientifico que exploram desde a botanica,
fitoquimica a farmacologia de compostos em atividade, demonstrando a enorme riqueza de um
bem muito presente no Brasil: a flora altamente diversificada. (MACIEL, et. al, 2002)

Em meados dos anos 90, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), através de pesquisas,
mostrou que entre 65 a 80% da populacdo dos paises em desenvolvimento dependiam das
plantas medicinais como Unica forma de acesso aos cuidados bésicos de satide. (JUNIOR, et al,
2005)

Por definicdo temos que planta medicinal é: “todo e qualquer vegetal que possui, em
um ou mais 0rgaos, substincias que podem ser utilizadas com fins terapéuticos, ou que sejam
precursores de farmacos semi-sintéticos” (OMS, 1998). J4, através da planta medicinal €
possivel elaborar uma formulacdo que seja comercializada, dentre as normas que as legislam, e
assim caracterizando um fitoterdpico. (JUNIOR, et al, 2005)

A comercializagdo de plantas medicinais, em dados estatisticos, € responsavel
pela movimentagdo global de US$ 21,7 bilhdes/ano (CARVALHO et al., 2008; KHAN et al.,
2012.), além de registrar um crescimento de 5-15% ao ano, de acordo com dados divulgados
pelo Banco Mundial, mostrando expressivamente a alta demanda de medicamentos oriundos da
prética da fitoterapia, demonstrando sua importancia na area de satude publica. (MARIN, 2014).

e Familia Asteraceae
o Artemisia vulgaris L
A Artemisia vulgaris L., conhecida popularmente como Absinto ou Losna, tem

importante papel na medicina popular, e € conhecida por seus efeitos analgésicos e
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antiespasmoddicos sendo empregada também para dispepsia, astenia, epilepsia, dores
reumdticas, febres, anemias e como vermifugo. (LORENZI et al., 2003)

De Acordo com LORENZI & MATOS (2003) “Artemisia vulgaris L. (Asteraceae), é
uma espécie aromdtica, herbdcea, perene e rizomatosa origindria da Europa ou Asia. Na
composi¢do quimica destacam-se o Oleo essencial rico em terpenos (cineol e tuiona),
flavonoéides, taninos, saponinas, resinas, principios amargos e artemisina”.

e Solidago chilensis M.

A Solidago chilensis M., conhecida por Erva-lanceta, arnica ou arnica-brasileira. E
utilizada na medicina popular como adstringente, oftdlmica, diurética, mucilaginosa,
vulneraria, estoméquica, sedativa, antiespasmadica, anti-hemorragica, cicatrizante, odontalgica
e no tratamento de contusdes, traumatismos, feridas, varizes, frieiras, pruridos, paralisia,

fraqueza das articulacOes, tosse convulsiva e derrame interno de sangue. (MARIN, 2014)

Segundo TELLES et. al. (2010) “A espécie Solidago chilensis M cresce
abundantemente nos dominios geograficos da Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica e Pampa”. Em
relacdo aos constituintes majoritarios, foi identificada, nas inflorescéncias, a presenca dos
acidos 3,4-O-dicafeoilquinico e 4,5-O-dicafeoilquinico. Nas folhas foi obtido o resultado

positivo para a presenca de rutina e quercetina e dcido gdlico. (MARIN, 2014).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Gerais

Determinar parametros de autenticidade através da técnica de DNA Barcoding
(marcadores moleculares) e pela descricdo morfo-anatdomica das espécies Artemisia vulgaris L.

e Solidago chilensis M .

3.2. Objetivos Especificos

e Levantar as espécies vegetais cultivadas no Horto Medicinal Berta Lange de Morretes
da Universidade Federal do Maranhao que pertencem a familia Asteraceae e com potencial para

desenvolvimento de fitoterdpicos;

e Realizar a descricdo morfologica e anatdmica dos farmacdgenos das espécies

selecionadas;
e Padronizar protocolo de extracdo de DNA das espécies selecionadas;
e Obter a sequéncia de regides do DNA nuclear e cloroplastidial destas espécies;

e Comparar a variacao intra-especifica (dentro de exemplares da mesma espécie) e inter-
especifica (entre espécies do mesmo género) das sequéncias de DNA extraido de diferentes
exemplares das espécies estudadas e com as do mesmo género depositadas no GenBank, para

determinar o DNA Barcoding mais eficiente na identificacio dessas espécies;
e Realizar a caracterizacdo microscopica das folhas das espécies selecionadas;

e Contribuir com a determinagdo de parametros de autenticidade de espécies vegetais,

empregadas na medicina popular e com potencial para desenvolvimento de fitoterdpicos.
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4. METODOLOGIA

4.1. Selecao e Coleta das Espécies

A selecdo das espécies vegetais utilizadas nesse trabalho, baseou-se principalmente na
viabilidade, ou seja, espécies pertencentes ao Horto Medicinal Berta Lange de Morretes da
Universidade Federal do Maranhdo; na preferéncia a familia Asteraceae, visto que esse trabalho
especifica a utilizacdo da mesma e o potencial para desenvolvimento de fitoterdpicos. A partir
desses critérios, foi levantado uma lista com as espécies que cumpriam esses requisitos, onde
obteve-se a Artemisia vulgaris L. (Losna) e a Solidago chilensis M. (Aguardente) para a
realizacdo dos experimentos.

A coleta foi realizada pela manhd, em todas as vezes em que foi necessdria. Para a
realizacdo da exsicata e da caracteriza¢do anatomica foram retirados ramos representativos com
todos os constituintes (ramos, flores e etc.), ja para a extracdo de DNA, foram coletados apenas

algumas folhas de cada espécie vegetal.

4.2. Identificacao Botanica

Nessa etapa, foram utilizadas metodologias para a caracterizacdo macroscopica €
microscopica, sendo estas:

Caracterizacdo microscopica: Para a caracterizacdo anatdomica das folhas adultas das
espécies selecionadas, foram obtidas sec¢des transversais e paradérmicas a mao livre, que foram
descoradas com hipoclorito de sédio, coradas com fucsina e azul de astra, e montadas entre
lamina e laminula (KRAUS; ARDUIN, 1997). Em seguida, as 1aminas foram observadas em
microscopio optico.

Caracterizacdo macroscopica: Para complementacdo da caracterizagdo e determinacao
de parametros de autenticidades, as folhas foram submetidas a estudos macroscépicos,
avaliando aspectos sensoriais, de dpice, superficie, formato, margem e venacdo (OLIVEIRA et
al, 1998).

Para a identificacdo botanica das espécies escolhidas, também foram realizadas as
exsicatas, com parceria com o Laboratério de Estudos Botanicos (LEB) associado a

Universidade Federal do Maranhao (UFMA).
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4.3.DNA Barcoding

A extracdo de DNA foi realizada em folhas jovens das espécies selecionadas, utilizando
o procedimento CTAB (LEROY et al., 2002), havendo a padronizacdo da técnica, segundo as
caracteristicas de cada espécie vegetal, visando obter o melhor protocolo para obten¢do de DNA
de qualidade e em concentracdo adequada, a partir desses materiais. O DNA genOmico total de
cada amostra foi isolado usando protocolo de CTAB e mantido em refrigeracao até a reacio de
amplificacdo. O controle de qualidade do DNA foi avaliado por eletroforese em gel de agarose
1%.

Para escolha do melhor marcador molecular para identificacdo desta espécie, as
amostras de DNA serdo amplificadas por PCR (Reacdo de Cadeia de Polimerase), utilizando
primers que amplificam regides diversas. Considerando que os primers de regides intergénicas
nucleares sdo considerados os melhores marcadores de plantas e apresentam a vantagem de
serem sequencias curtas, as amplificacdes serdo realizadas com primers da regidao ITS 1 e 2

(internal transcribed spacer) (LUM; HIRSCH, 2011).

4.4. Amplificacao por PCR

As reagdes de PCR apresentavam um volume total de 25 pL contendo de 10-20 ng de
amostra de DNA, 1.5 mM de MgCl,, 2.5 mM de cada dNTP, 10mM de Tris-HCI, 50 mM de
KCl, 10 pM de cada oligonucleotideo (ITS2-B e ITS2-D) e 1 U de Tag DNA polimerase
(Invitrogen). As reacdes também continham 6% do volume total de DMSO. O protocolo de
amplificacdo consistia de 35 ciclos de 1 minuto a 95°C, 90 segundos a 56°C e 1 minuto a 72°C,
precedidos por 3 minutos a 95°C e seguidos por 10 minutos a 72°C. O DNA de uma amostra
de Passiflora sp. coletada do Horto Medicinal Berta Lange de Morretes foi usado como controle
positivo, enquanto que dgua bidestilada estéril foi usada como controle negativo.

Todos os produtos de PCR foram visualizados ap0s eletroforese em gel de agarose 1,5%
em tampado de Tris-acetato-EDTA (TAE) e um transiluminador de luz azul. Um marcador
molecular de 100 pares de bases foi utilizado para estimar o tamanho de cada fragmento

amplificado.

4.5. Sequenciamento
O preparo das amostras e reacdes de sequenciamento foram realizadas de acordo com o
protocolo da empresa BPI Biotecnologia. Em suma, as amostras de PCR foram avaliadas em
gel de agarose 2% corados com UniSafe Dye, visualizado sob luz UV. A quantificagdao dos

produtos de PCR purificados realizada por fluorescéncia em aparelho Qubit (ThermoFhischer).
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Para a realizacdo do sequenciamento foram utilizados os mesmos oligonucleotideos nas
reacOes de amplificacdo de PCR (ITS2-B e ITS2-D). A reacdo de sequenciamento foi realizada
com BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Apllied) e a reacdo de precipitagdo por
Etanol/EDTA/Acetato de Sdédio. Dessa forma, os produtos purificados de PCR foram
diretamente sequenciados bidireccionalmente usando o ABI3500 Genetic Analyzer (Applied

Biosystems).

4.6. Aquisicao de dados a partir do GenBank
Todas as sequéncias de ITS2 foram obtidas a partir do GenBank apds resultado da
ferramenta Blast. Sequéncias com bases ambiguas (mais que 10 N’s na sequéncia inteira) ou
aquelas pertencentes a espécies ndo nomeadas (sequéncias com ‘sp.’no nome da espécie) foram

evitadas.

4.7. Alinhamento de sequéncias e Analise filogenética

A montagem e edi¢do da sequéncia consenso foram realizadas usando CodonCode
Aligner V 3.5 (Codon-Code Co., USA). Previamente a montagem, a sequéncia foi cortada
baseada nos valores de qualidade.

O alinhamento das sequéncias foi conduzido pelo programa MUSCLE (Edgar, 2004)
usando os parametros padrdes e, subsequentemente, avaliado por inspe¢do visual.

Foi realizada uma anélise filogenética usando o método de substituicio Neighbor-
Joining no programa MEGA7 (Kumar et al., 2016) através do modelo Kimura 2 Parametros

(K2P). Os ramos da arvore foram testados por bootstrap com 1.000 réplicas.



4.8. Espécies Vegetais Utilizadas

e Artemisia vulgaris L. (Losna) e Solidago chilensis Meyen (Aguardente)

Figura 1: A- Ramo representativo da Artemisia vulgaris L.; B -Ramo representativo da
Solidago chilensis Meyen.

Fonte: Autor (2017)
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S. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

5.1. Caracterizacao Anatomica

Folhas, caule e aspectos microscépicos de Artemisia vulgaris L. e Solidago chilensis
Meyen foram analisadas para determinagdo de suas caracteristicas morfoldgicas e anatdomicas,
a fim de determinar parametros para identificacdo da espécie vegetal. Foram utilizados
materiais frescos recém-colhidos do Horto Medicinal Berta Lange de Morretes. A andlise
macroscopica e microscopica foi feita de acordo com a literatura cientifica (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2011).

Na microscopia, foram realizados cortes transversais e paradérmicos, em todas as vezes
que foi necessdrio, seguindo de descoloracdo com hipoclorito de sédio e, posterior coloragao
dos cortes, tendo como objetivo melhorar a visibilidade das caracteristicas desejadas. Logo

apos, foram submetidos a analise através de microscopio 6tico.

5.2. Extracao do DNA
Para a extracdo, foi utilizado o protocolo apresentado na metodologia, sendo este
protocolo aplicado posterior a um método de preparacao das amostras, nos quais foram testados

de 2 maneiras diferentes, visando um melhor resultado.

Método 1:

1. Macerar o material seco (adicionar uma gota do tampao de extracdo); transferir para os
microtubos

2. Completar o volume com Tampao de Extracdo (aproximadamente 800 uL) e CTAB
(Calcular o volume).

3. Adicionar B-mercapo- etanol

4. Adicionar proteinase K

Método 2:

1. Em um Becker, coloca-se 20 ml de Tampao de Extrac¢ao;
2. Adicionar 0,2g de PVP;

3. Adicionar 4 uL de CTAB;

4. Adicionar 20 pL de B-mercapo-etanol

5. Maceragao do material seco com 1 gota dessa solugao
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6. Coloca-se nos microtubos, completando com 700 pL de solugdo.

Onde, o método 2 foi o de melhor aplicabilidade para as espécies da familia Asteraceae

usadas nesse trabalho.

5.3 Quantificacio de DNA
Ap6s a extracdo do DNA vegetal das plantas mencionadas, é necessdrio quantificar o
DNA, para que assim seja possivel a continuacdo do procedimento padrdo. A quantificacdo de

DNA foi realizada com o auxilio do equipamento especifico, denominado NanoDrop™.

Figura 2: Grafico com resultado da quantificacdo de DNA das amostras de Solidago chilensis

Meyen.

Fonte: Autor (2017)

Figura 3: Gréfico com resultado da quantificacdo de DNA das amostras de Artemisia vulgaris

Fonte: Autor (2017)
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5.4 Gel de Agarose

Para a preparacdo do gel, pesou-se 0,8g de agarose e diluiu em 100mL de TAE 1% no
enlenmeyer. Amistura foi levada ao micro-ondas (por 30 a 50 segundos) e homogeneizada, logo
apos foi colocada na forma e posicionado os pentes no liquido para assim esperar solidificar e
virar o gel utilizado nesse procedimento. Apés a solidificacdo, o gel foi colocado na cuba e foi
coberto por uma camada de TAE 1%.

No primeiro pogo foram colocados 3 pL. de LADDER (Controle positivo) + 1uL de
Saffer dye (corante) e nos seguintes 3 uLL de amostras de DNA + 1uL de Saffer dye. Foram
feitos 9 pocos, nos quais continham: Amostra controle; Al, A2, A3, A4 (Amostras de
Aguardente); L1, L, L3, L4 (Amostras de Losna). Foi utilizado voltagem de 80 e corrente de
300 por um tempo de 45 minutos.

Por tltimo, o gel foi retirado da cuba e colocado no transluminador, e com as luzes
apagadas, foi analisado a aparéncia ou ndo das bandas de DNA e constatado se as extra¢des do

DNA dessas plantas foram obtidas com sucesso.

5.5 Amplificacido (PCR)
Para a preparacio do supermix foram utilizados: 13, 7 uL de H20; 1,5 uL. de DMSO, 2,5

puL de PF (Tampao); 1,5 uL de DNTP; 1,5 uLL de MgCla; 1,3 pL de P1 (primer); 1,3 puL de P2
(primer); 0,2 pLL de Taq e 1,5uL de DNA.

Em um microtubo foram colocados todos os materiais do supermix, com valores
adaptados para todas as amostras. Foram separados outros microtubos e neles foram colocados
o valor calculado (23,5 pL) de supermix em cada um, e depois foi adicionado 1,5 pL de DNA.
Logo apds, os microtubos foram colocados no termociclador e assim foi iniciado o processo
que seguiu o protocolo padrdo para esse tipo de amostra (ITS2) que consiste em 35 ciclos de 3
etapas, sendo estas: desnaturagdo (94°C por 1 minuto), anelamento (55°C por 1 minuto e 30
segundos) e extensao (72°C por 1 minuto e 30 segundos), sendo que no inicio do procedimento
ocorre uma fase unica de pré desnaturacdo, na temperatura de 95°C por 5 minutos, € no final do
processo ocorre outra fase de extensdo em uma temperatura de 72°C por um periodo de 10

minutos.

5.6 Purificacio
Etapa realizada ap0s a visualizacdo em gel do resultado da PCR, em que, primeiramente,
o local em que a banda de DNA foi visualizada no gel é cortada, pesada, colocada em um

eppendorf e assim € iniciado o processo de purificac@o utilizando o kit Invitrogen.
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Na primeira etapa, o gel contido no eppendorf foi solubilizado com 1000 pL de Gel
Solubilization Buffer (L3), colocado no banho maria a 50°C por 15 minutos e depois foi
adicionado 200 pL de isopropanol no tubo.

Na segunda etapa, o volume no eppendorf (aprox. 1400 pL) foi recolocado em tubos
especificos com colunas, e assim levados para a centrifuga (13.000 RPM por 1 minuto), apds
centrifugacdo o flow-trough (volume contido abaixo da coluna foi descartado). Essa etapa foi
realizada duas vezes, visto que o volume dos tubos com colunas era inferior ao volume no
eppendorf.

Na terceira etapa, foi adicionada 500 uL. de Wash Buffer (W1) aos tubos com coluna,
levados a centrifuga (13.000 RPM por 1 minuto), apds centrifugacdo o flow-trough foi
descartado. Foi realizada outra centrifuga¢do, por 3 minutos, com o tudo de coluna, sem
nenhum reagente, apenas para remover possiveis impurezas.

Na quinta etapa, as colunas sdo retiradas e colocadas em recovery tubes, ap0s isso, foi
adicionado 50 pL de Elution Buffer (E1). Os tubos foram incubados por 1 minuto em
temperatura ambiente e depois foram levados para a centrifugacio a 13.000 RPM por 1 minuto.

Na sexta e ultima etapa, foram armazenados os recovery tubes com o DNA purificado

a -20°C, no refrigerador.
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6. RESULTADOS E DISCURSSAO

6.1.Estudo Farmacobotanico
6.1.1. Exsicata
As exsicatas foram identificadas e catalogadas no acervo do Herbario MAR, pela
equipe do Laboratorio de Estudos Botéanicos (LEB), sendo caracterizadas como Solidago
chilensis Meyen com o nimero de tombo MAR 9.552 e Artemisia vulgaris L. de nimero de

tombo MAR 9.553, sendo essas afirmacdes asseguradas pelo documento a seguir:

Figura 4: Comprovante de Identifi¢cdo das especies vegetais

CONFIRMACAO DE IDENTIFICACAO

Segue abaixo a confimacso da identificagdo realizada. Desde ja agradecemos O
envio do material e informamos gue o mesmao estara. em breve, devidamente
catalogado no acervo do Herbario MAR.

N°® tombo | Coletor (nimero) Familia Espécie
MAR | it
9.552 PEREIRA, S. R. S. e ALMEIDAiAsteraoeae | Solidago chilensis Meyen
JR.. E. B. (01) | ] -
9.553 PEREIRA, S. R. S. & ALMEIDA | Asteraceas Artemnisia vulgans L.
JR..E. B.(02) | !
Atenciosamente,
dofMmudo,

Prof. Dr.|[Eduardo B. de Almeida Jr.
urador do Herbario MAR

Fonte: Autor (2017)

As duas especies vegetais analisadas ja encontram-se catalogados no site splink.com,

catalogadas, assim, também no acervo eletronico do herbario.

Figura 5: Acervo eletronico da catalogacdo da exsicata da Solidago chilensis Meyen

Herbario do Maranhdo - MAR
Universidade Federal do Maranh3o

PLANTAE ASTERACEAE

Solidago chilensis Meyen

MAR 9552 Coleta: PEREIRA, 5. R. 5. e ALMEIDA JR. E. 8. 1 13/10/2016.

Loc: Horto de Plantas Medicinais #?#Berta Lange de Morretes”, S3o0 Luis, Maranh3o, Brasil

aCoord orig: [/at:-2.557694 long: -44.305583 WGS84]
Notas: Nome popular: aguardente,
Tipo de registro: espécime preservado

Fonte: Autor (2017)
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Figura 6: Acervo eletronico da catalogacio da exsicata da Artemisisa vulgaris L.

Herbario do Maranhado - MAR
Universidade Federal do Maranhdo

PLANTAE ASTERACEAE

Artemisia vilgaris L.

MAR 9553 Coleta: PEREIRA, 5. R. 5. e ALMEIDA JR. E. B. 2 13/10/2016.

Loc: Horto de Plantas Medicinais #72Berta Lange de Morretes”, 580 Luis, Maranh&o, Brasil

mCDDrd orig: [fat: -2.557694 Jomg: -44.305583 WGE584]
Motas: Nome popular: losna.
Tipo de registro: espécime preservado

Fonte: Autor (2017)

6.1.2. Estudos macroscopicos
6.1.2.1. Artemisia vulgaris L. (Losna)

Folhas e caule de Artemisia vulgaris L. foram estudadas para posterior
determinac¢do dos seus aspectos morfoldgicos e anatdomicos.

As folhas apresentam consisténcia membrandcea, formato eliptico com
reentrancias, caracterizando aspecto multifendido. Quanto a coloragdo, apresentam se
concolores. Sdo folhas peninérvias e apresentam peciolo curto, além de base assimétrica. O
caule possui aspecto cilindrico.

As caracteristicas morfoldgicas observadas nas folhas e caule de Artemisia vulgaris
L. coincidem com a descri¢do realizada por Konowalik & Kreitschitz (2012). Os detalhes das

folhas da espécie estudada encontram-se na Figura 12.

Figura 7: Partes aéreas de Artemisia vulgaris L.

Legenda: c: caule; f: folhas. Fonte: Autor (2017).
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6.1.2.2. Solidago chilensis Meyen (Aguardente)
Folhas e caule de Artemisia vulgaris L. foram coletadas para determinacao dos seus
aspectos morfolégicos e anatdmicos.
As folhas de composicao completa apresentam consisténcia membrandicea,
simetria, contorno linear com margem serrilhada, dpice agudo, base decorrente e limbo de
subdivisdo inteiro. Quanto a coloragdo sdo folhas concolores. Possui superficie lisa. O caule foi

classificado como cilindrico.

Figura 8: Partes aéreas de Solidago chilensis Meyen.

Legenda: c: caule; f: folhas. Fonte: Autor (2017).

6.1.3. Estudos micréscopicos
6.1.3.1.Artemisia vulgaris L. (Losna)

As folhas de Artemisia vugaris L. apresentam como principais caracteristicas:
epiderme uniestratificada, formada por células maiores e cilindricas na face superior € menores
e achatadas na face inferior e cobertas por cuticula espessada; estdmatos restritos a face inferior,
caracterizando a folha como hipoestomadtica e localizados em pedestais. Também, ha a presenca
de tectores que sdo ramificados, dando um aspecto aveludado a face inferior dessas folhas, e

tricomas gandulares.
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Figura 9: Artemisia vugaris L.: corte paradérmico das folhas, demonstrando detalhe da

epiderme e dos tricomas.

Legenda: tt: tricomas tectores; tg: tricomas glandulares; est: estdmatos. Fonte: Autor (2017).

O mesofilo € do tipo dorsiventral, apresentando parénquima pali¢ddico e parénquima
esponjoso. Foram observadas bolsas secretoras e colénquima anelar. Ja na parte central, é

visivel um feixe colateral com xilema voltado para face adaxial e floema para a abaxial.

Figura 10: Artemisia vulgaris L.: corte transversal das folhas com mesofilo dorsiventral.

epd

Legenda: epd — epiderme adaxial; epb — epiderme abaxial; pp — parénquima pali¢ddico; pe — parénquima
esponjosos; bs — bolsa secretora. FONTE: Autor (2017).

Na regido subepidérmica, ha duas camadas de colénquima anelar, seguido de
parénquima cortical. E observado endoderme e fibras esclerenquimaticas, que formam o
periciclo e iniciam o cilindro central. Os feixes demonstram organizacao eustélica, mas como

indicacao de unido entre os feixes, o que caracteriza crescimento secundério (Figura 11).
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Figura 11: Aspecto da nervura central da Artemisia vulgaris L.

e 1

Legenda: est — estdmato; co- colénquima; f - floema; x - xilema; p — parénquima. FONTE: Autor (2017).

O caule de Artemisia vulgaris L. (Figura 12) apresenta formato cilindrico e
encontra-se em estrutura primdria, caracterizado pela presengca de epiderme
uniestratificada, mas demonstra caracteristicas de estrutura secunddria, principalmente
na formagdo dos vasos. Na epiderme, pode-se observar presenca de estdmato, cuticula

espessada € numerosos tricomas.

Figura 12: Aspecto do caule de Artemisia vulgaris L.

Legenda: end — endoderme; fb — fibras esclerenquimadticas; f — floema; x — xilema. FONTE: Autor (2017).
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6.1.3.2. Solidago chilensis Meyen. (Aguardente)
Através de cortes paradérmicos, as folhas de S. chilensis (Figura 13) foram analisadas
e constatadas que possuem como principal carcteristica ser classificada como anfistomatica,
pois apresenta estOmatos anisociticos e anomociticos, com predominancia desta tltima. As suas

células epidérmicas t€ém paredes com contorno sinuoso.

Figura 13: Solidago chilensis Meyen.: corte paradérmico das folhas.

FONTE: Autor (2017)

O mesofilo de Solidago chilensis Meyen (Figura 14) € classificado como isobilateral,
pois apresenta camadas de parénquima palicddico junto as faces da epiderme a central
constituida por parénquima esponjoso. Alguns feixes vasculares sdo observados pela extensao

do mesofilo, sendo estes cercados por bainha parenquimatica.

Figura 14: Aspecto do mesofilo da S. chilensis

Legenda: PP: parénquima pali¢ddico; PE: parénquima esponjoso. A: Mesofilo ampliado 40x; B: Corte transversal

da folha de Solidago chilensis Meyen. FONTE: Autor (2017)
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O caule de Solidago chilensis Meyen (Figura 15) possui formato cilindrico e apresenta
parénquima medular bem delimitado ocupando a parte central, sendo este classificado como
aerénquima. Os feixes vasculares de floema e xilema sdo distribuidos por todo o caule formando
um anel e demonstram organizacdo eustélica ectofldico, caracterizando-o como estrutura

secundéria. Possui também, logo apds a epiderme, feixe de parénquima.

Figura 15: Aspecto do caule da Solidago chilensis Meyen

0

o

Legenda: EP: Epiderme; PM: Parenquima medular. FONTE: Autor (2017)

o0

6.2. DNA Barcording
Amostras de DNA foram extraidas de folhas jovens das espécies estudadas a partir da
técnica do CTAB. Para cada amostra foram utilizadas metodologias especificas para
fragmentacdo das folhas e liberacdo das moléculas de DNA. Através dessas técnicas, amostras
de DNA que demonstraram bons rendimentos.

Atraves da quantificacdo, obteve-se o resultado abaixo:
Figura 16: Resultados em planilha da quantificacdo das amostras vegetais

Quantificagdo de amostras

Losna Concentragdo Contaminacdo (260/280) DMA/proteina (260/230)

L1 40,8 1,3 0,62

L2 35,6 1,12 0,3

L3 15,4 0,36 0,07

L4 35,8 1,08 0,38
Aguardente Conc. Contaminagdo DMA/proteina

Al 158,7 1,84 0,73

A2 86,9 2,73 0,62

A3 43,6 1,75 0,84

Ad 97 2,89 0,75

Resultados expressivos das 3 principais vertentes analisadas na quantificacdo de DNA: concentracéo,
contaminag¢do e porcentagem DNA/proteina.
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Pelos resultados de concentragdo as amostras Al, A4 da Aguardente e L1, L2 e L4
mostraram-se melhores, e na porcetagem DNA/proteina os melhores resultados foram da L1 e
L4 juntamente com a A3 e A4.

Na quantificacdo de DNA, usou-se um espectrofotometro NanoDrop, em que esse

aparelho determina a concentracdo de DNA pela formula de Lambert-Beer:

B Abs we
b

C

Onde “C” € a concentragdo de DNA (ng/ul); “Abs” a absorvancia; “e” o coeficiente de
extingdo (quando se trata de DNA, o valor utilizado é 50ng.cm/L) e ”’b” a altura da coluna criada
no espectrofotdmetro (Icm). Com absorvancia a 260nm obtém-se um valor, que multiplicado
por 50 indica a concentracdo de DNA na amostra, em ng/ul; Com a “Abs” em 280 e 230 verifica-

se a pureza da amostra (Os valores devem estar proximos de 1.8). (CARVALHO, 2017)

6.3. Gel de Agarose/ Resultado da Extracao de DNA
Ap0s a aplicacdo das amostras de DNA no gel de agarose, observou-se a formacao de
bandas de DNA, sendo visivelmente distintas de acordo com as amostras, propriciando entdao
uma forma de distinguir e selecionar as melhores amostras de cada planta para prosseguir com
as posteriores analises, além de demonstrar que o protocolo de extracdo foi eficiente para esse
tipo de amostra, determinando assim sua eficacia e aplicabilidade.
A partir das analises das bandas de DNA aparentes, notou-se que as melhores amostras

foram as: Al e A4 da Aguardente, e L2 e L4 da Losna.

Figura 17: Resultados das amostras de DNA no gel de agarose, a partir da sua observacdao em

um transluminador.

Legenda: “C” representa a amostra controle; Al, A2, A3 e A4 amostras de DNA da Solidago chilensis Meyen,;
L1, L2, L3 E L4 representam as amostras de DNA da Artemisia vulgaris L. FONTE: Autor (2017)
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6.4. Amplificacao (PCR)

Os resultados da amplificag@o foram visualizados diretamente no gel de agarose, porém
o gel foi manuseado de forma diferente, visto que os volumes das amostras no PCR sdo
diferentes. Foram colocados em cada poco 25 puL de amostra e 5 pL de Saffer dye, além do
controle positivo e controle negativo (6 uL. de cada um + 2 pL de Saffer dye). A corrida em gel
foi feita com voltagem de 105, corrente de 300 pelo tempo de 25 minutos.

Ap6s o decorrido tempo, foi observado no transluminador as bandas de DNA e notou-
se que houve amplificacdo das amostras Al e L4 (Aguardente e Losna, respectivamente), e com
esse resultado deu-se prosseguimento ao processo de purificacdo e sequenciamento com essas

amostras especificas.

6.5. Resultados da classificacao por DNA Barcoding e analise filogenética.
Para a construcio da arvore filogenética, foram utilizadas as sequéncias nucleotidicas
da regido ITS2. Na presente andlise filogenética, todas as sequéncias foram cortadas até o
mesmo comprimento de 434 pares de bases. O resultado confirmou relacdes filogenéticas
proximas ao género Solidago. A relagdo mais proxima com a espécie S. gigantea também foi

evidenciada (Figura 18).

Figura 18. Arvore filogenética baseada nas sequéncias de ITS2 obtidas a partir do resultado de

similaridade pela ferramenta Blast.

S juncea_(HQ142584)
S . missouriensis_(H142585)
S.canadensis_(HO142590)
.-‘hr.jl..'r',llil.-l".l-*
83
' S gigantea_(HQ142595)
e S gigantea_(HQ142593)
i- S.houghtonii_(HQZ2142609)
300 S petiolaris (HO142577)
S nemoralis_(HOQ1425986)
B genistelloides (FXO083991)
D enophorum_ [ KXDE3985)
CuO0E

FONTE: Autor (2017)
As sequéncias foram comparadas usando o método neighbor-joining com Kimura 2

parametros. Entre parénteses estdo os nimeros de acesso no GenBank para cada sequéncia. A
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barra de escala indica o nimero de mutagdes por posi¢ido de sequéncia. Os nimeros sobre 0s

nds indicam o valor percentual de 1.000 réplicas de bootstrap.

O DNA barcode tem auxiliado a rejuvenescer a taxonomia, bem como a entender e a
monitorar a biodiversidade (Maia et al., 2012). Segundo Gao et al. (2010), ITS2 é o melhor
DNA barcode para a familia Asteraceae. Esta abordagem amplia significativamente a aplicagcdo
da técnica de DNA barcode para resolver problemas de classificacdo na familia Asteraceae aos

niveis de género e espécies (Gao et al., 2010).

A regido ITS2 apresenta varias vantagens que a tornam uma candidata promissora para
DNA barcode como marcadora para a classificacdo taxonOmica e identificacdo de plantas
medicinais, visto que I'TS2 tem tanto alta taxa de identificacdo correta quanto elevada eficiéncia

de amplificacdo (Chen et al., 2010).

E interessante notar que a S. chilensis Meyen é a espécie que ocorre no Brasil (Valverde
et al., 2012). No entanto, nenhum dos resultados de busca por similaridade realizada pelo Blast
identificou sequéncias de ITS 2 de S. chilensis ou qualquer outra sinonimia desta mesma

espécie.

Por outro lado, a comparacdo da sequéncia ITS2 do presente estudo exibiu 100% de
identidade com a espécie S. gigantean (nimero de acesso: HQ142595). A regido ITS2 possui
uma forte habilidade para agrupar amostras de plantas em seus gé€neros corretos e tem uma
acurdcia relativamente alta para agrupar as amostras em suas espécies corretas, o que se torna
de grande valor prético para os individuos sem treinamento taxonomico adequado (Gao et al.,

2010).

Sendo assim, determinada a sequéncia de DNA Barcode que posteriormente podera ser
utilizada para testes de autenticidade dessa espécie vegetal, por possiveis 6rgaos fiscalizadores
ou institui¢des de pesquisas, em estudos que tenham proposito de garantir a qualidade, eficicia

e seguranca de amostras vendidas comercialmente.
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7. CONCLUSAO

e Foi possivel padronizar protocolo de extracdo de DNA das espécies Artemisia vulgaris
L. e Solidago chilensis Meyen;

e As caracterizagcdes microscOpicas e macroscopicas das espécies selecionadas
permitiram a obtencdo de parametros que podem ser utilizados nos testes de
autenticidade dessas matérias-primas vegetais;

e O ITS2 foi determinado como melhor DNA Barcode para a identificacdo de espécies
vegetais da familia Asteraceae.

e A inclusdo da identificacdo molecular pela técnica de DNA Barcoding mostrou-se
eficiente e de extrema aplicabilidade nos testes de autenticidade de amostras vendidas
comercialmente.

e Foi possivel contribuir com a determinacdo de parametros de autenticidade de espécies

vegetais analisadas.
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