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RESUMO

Plantas das espécies Pfaffia spp. sdo amplamente utilizadas em territério nacional e
sdo popularmente conhecidas como Ginseng-brasileiro. As espécies mais
conhecidas sdo a Pfaffia glomeratae a Pfaffia paniculata. Ha indicacbes de uso
como tdnico e revigorante geral, no tratamento de fadiga fisica, esgotamento mental,
falta de memoria, como auxiliar no tratamento de disturbios circulatorios, dentre
outros. Embora as duas espécies sejam utilizadas com os mesmos propositos, deve-
se considerar que a diferenca quimica entre elas pode interferir nos espectros de
acOes farmacoldgicas e toxicoldgicas. A identificacdo morfologica das raizes é tarefa
dificil sobretudo devido a sua forma de comercializac&o. Por isso, faz-se necessario
o desenvolvimento de novas metodologias de identificacdo das espécies
comercializadas. O objetivo principal deste trabalho foi identificar, em nivel de
espécie, amostras de Ginseng-brasileiro vendidos no mercado brasileiro, utilizando,
para isso, o codigo de barras de DNA (DNA barcode). O DNA de 60 amostras
comerciais foi extraido e os genes matK e rbcL foram amplificados por PCR e
sequenciados. Além disso, amostras referéncia, morfologicamente identificadas, das
duas espécies foram utilizadas para comparacao e submetidas ao mesmo protocolo.
Posteriormente, as amostras foram confrontadas com amostras referéncias e com o
banco de dados BOLD (Barcode of Life Data Systems). Dentre as amostras
referéncias, 90% amplificaram, tanto para matK quanto para rbcL. As amostras
comerciais obtiveram taxa de amplificacdo de 95% para ambos os genes. Todas
amostras foram sequenciadas. Encontrou-se uma diferenca interespecifica entre P.
glomerata e P. paniculata de 1,92% para matK e 1,90% para rbcL. Nao foi
encontrada variacdo intraespecifica. Das 58 amostras avaliadas, 67,24% foram
identificadas, sendo 61,54% P. glomerata e 38,46% P. paniculata. O restante,
32,76% nao foram identificadas conforme o rotulo, caracterizando adulteracéo.
Desses, 22,41% nao foram identificadas e 10,34% apresentaram substituicdo de
espécies. O metodo de identificacdo por DNA bacode possibilitou a identificacdo, em
nivel de espécie, das amostras comercializadas como Ginseng brasileiro obtidas do

mercado brasileiro, como P. glomerata e P. paniculata.

Palavras-chave: Planta medicinal. Ginseng. Pfaffia. DNA Barcoding.



ABSTRACT

Plants of Pfaffia spp. species are widely used in national territory and are popularly
known as Ginseng-Brazilian. The best-known species are Pfaffia glomerata and
Pfaffia paniculata. There are indications of use as tonic and general invigorating, in
the treatment of physical fatigue, mental exhaustion, lack of memory, as an aid in the
treatment of circulatory disorders, among others. Although the two species are used
for the same purposes, it must be considered that the chemical difference between
them may interfere with the spectra of pharmacological and toxicological actions. The
morphological identification of the roots is difficult task, mainly due to its
commercialization. Therefore, it is necessary to develop new methodologies for the
identification of commercialized species. The main objective of this work was to
identify, at species level, Ginseng-Brazilian samples sold in the Brazilian market,
using the DNA barcode. DNA from 60 commercial samples was extracted and the
matK and rbcL genes were amplified by PCR and sequenced. In addition, reference
samples, morphologically identified, of the two species were used for comparison
and submitted to the same protocol. Subsequently, the samples were compared with
reference samples and with the BOLD (Barcode of Life Data Systems) database.
Among the reference samples, 90% amplified for both matK and rbcL genes.
Commercial samples obtained a 95% amplification rate for both genes. All samples
were sequenced. An interspecific difference was found between P. glomerata and P.
paniculata of 1.92% for matK and 1.90% for rbcL. No intraspecific variation was
found. Of the 58 samples evaluated, 67.24% were identified, being 61.54% P.
glomerata and 38.46% P. paniculata. The remainder, 32.76% were not identified
according to the label, characterizingadulteration. Of these, 22.41% were not
identified and 10.34% presented species substitution. The method of identification by
DNA bacode allowed the identification, at species level, of samples commercialized
as Brazilian Ginseng obtained from the Brazilian market, such as P. glomerata and

P. paniculata.

Keywords: Medicinal plant. Ginseng. Pfaffia. DNA Barcoding.
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1.0 INTRODUCAO

1.1 Uso popular de plantas medicinais

O homem, desde sua origem, busca meios de melhorar sua qualidade de vida e
consequentemente ter uma maior perspectiva da mesma. Um desses meios € a sua
interacdo com a natureza, visando a utilizacdo de recursos naturais para se
beneficiar. Uma relacdo evidente entre seres humanos e plantas, € o uso de
diversos recursos vegetais para inumeras fun¢des, como nos casos da alimentacéo

e das finalidades medicinais, como as plantas medicinais (BALICK & COX, 1997).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define planta medicinal como sendo todo e
qualquer vegetal que possui, em um ou mais 0rgaos, substancias que podem ser
utiizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos
semissintéticos (WHO, 1998). Ja& um fitoterapico € o0 medicamento obtido
empregando-se exclusivamente matérias-primas ativas vegetais. E caracterizado
pelo conhecimento da eficacia e dos riscos de seu uso, assim como pela
reprodutibilidade e constancia de sua qualidade (BRASIL, 2004). A diferenca entre
planta medicinal e fitoterapico reside na elaboracdo da planta para uma formulacao

especifica, o que caracteriza um fitoterapico (WHO, 1998).

O emprego de plantas medicinais para na saude tem ocorrido no decorrer do tempo
desde as formas mais simples de tratamento local até as formas mais sofisticadas
de fabricagdo industrial de medicamentos (HAMILTON, 2004; LORENZI & MATOS,
2008).

As plantas sdo uma das mais importantes fontes de novas substancias bioativas
para o desenvolvimento de produtos farmacéuticos e cosméticos. Estima-se que
25% dos medicamentos modernos existentes hoje sdo derivados de produtos
naturais e, no caso dos antitumorais, esta porcentagem chega a 60% (LI &
VEDERAS; SAHOO et al, 2009). Segundo a OMS, entre 65% e 80% das

populacdes dos paises em desenvolvimento usam atualmente plantas medicinais
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como medicamentos e cerca de 85% da medicina tradicional envolve o uso de
extratos de plantas, isso significa que 3,5 a 4,0 bilhdes de pessoas dependem de
plantas como fontes de drogas (FARNSWORTH 1997; WHO, 2011).

O uso de plantas medicinais, assim como a fitoterapia, se encontra em expansao em
todo o mundo e constituem um mercado bastante promissor (CALIXTO, 2000;
JORDAN et al., 2010; KENNEDY, 2005). Esse setor movimenta aproximadamente
US$160 milhdes por ano no Brasil, e mais de US$21,7 bilhdes no mundo
(CARVALHO et al.,, 2011) e passou por uma forte ascensdo na ultima década
(FEBRAFARMA, 2009). Com isso, este setor vem atraindo cada vez mais o
interesse dos paises desenvolvidos, chegando os Estados Unidos a movimentar
cerca de US$ 6,5 bilhdes em 2000 e a Europa US$ 8,5 bilhdes, sendo a Alemanha o
maior mercado mundial (CARVALHO et al., 2011).

O desenvolvimento de novos produtos a partir de fontes naturais é encorajado visto
que se estima que dentre as 300 mil de espécies de plantas exitentes no mundo,
apenas 15% foram avaliadas para determinar o seu potencial farmacoldgico (DE
LUCA et al., 2012). Além disso, a industria farmacéutica também tem interesse nas
plantas medicinais como fonte de modelo para farmacos (SHU, 1998; HARVEY,
2000) e como matéria prima para desenvolvimento de fitoterdpicos (SCHENKEL et
al., 2001).

O grande desenvolvimento desse setor de plantas medicinais pode ser atribuido a
multiplos fatores, tais como efeitos adversos de farmacos sintéticos e a preferéncia
dos consumidores por tratamentos considerados naturais. Além disso, o0
desenvolvimento de novas formas de preparacbes e administracdes de produtos
fitoterapicos, a comprovacao cientifica das propriedades farmacolégicas de espécies
vegetais e seus derivados, um melhor conhecimento quimico, farmacologico e
clinico, além do menor custo se comparado com os farmacos sintéticos, também
contribuem para essa expansdo (VIEIRA, 2001; CANIGUERAL et al., 2003;
WACHTEL-GALOR & BENZIE, 2011).

Devido a utilizagdo generalizada de plantas medicinais, a OMS publicou monografias
relativas a plantas medicinais (WHO, 1999-2010). Esses volumes contém uma lista
de espécies com beneficios medicinais reconhecidos e 0s meios de usa-los
corretamente (WHO, 1999; 2003; 2007; 2009; 2010).
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1.2 Uso de plantas medicinais no Brasil

O Brasil possui a maior diversidade vegetal do mundo, com cerca de 60.000
espécies vegetais superiores catalogadas (PRANCE, 1977). Destas, apenas 8%
foram estudadas para pesquisas de compostos bioativos e 1.100 espécies foram
avaliadas em suas propriedades medicinais (GUERRA et al., 2001).

Para regulamentacdo do uso de plantas medicinais, além de seguir as
recomendacdes da OMS, o Brasil tem a sua propria agéncia, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA). A ANVISA também tem a sua prépria lista de
espécies aprovadas para a fabricacdo de medicamentos a base de plantas
(ANVISA, 2008).

No Brasil, em 2004, foi aprovada a Resolugéo n° 48, que dispde sobre o registro de
medicamentos fitoterapicos e, entre outros pontos, abrange as etapas de controle de
qualidade da droga vegetal, do produto acabado e da importacdo de produtos
fitoterapicos (ANVISA, 2004).

Somando-se a isso, 0 Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos,
instituido em 2007, visa garantir a populacdo brasileira 0 acesso seguro e 0 usO
racional de plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo o uso sustentavel da
biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional. Com
vistas a atingir o objetivo desse programa, dentre as proposi¢coes, destaca-se a de
promover e reconhecer as praticas populares e tradicionais de uso de plantas
medicinais, fitoterapicos e remédios caseiros (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).



14

1.3 Género Pfaffia

As plantas do género Pfaffia pertencem a familia Amaranthaceae e sdo conhecidas
como fafia, corango-sempre-viva ou ginseng brasileiro (NICOLOSO et al., 2001) e o
inicio de sua utilizagdo como medicamento € desconhecida. Plantas das espécies
Pfaffia spp. apresentam grande volume de vendas no Brasil devido ao seu uso na
medicina popular, sendo as Pfaffia glomerata e Pfaffia paniculata as mais
conhecidas e utilizadas (OLIVEIRA, 1986).

Acredita-se que as pessoas do interior do Brasil tenham aprendido com os indios as
propriedades de suas raizes, mas foi apenas ha alguns anos que a planta comecou
a ser denominada como Ginseng-brasileiro e ganhou notoria popularidade através
da midia (OLIVEIRA, 1986).

Cerca de 90 espécies de Pfaffia sdo conhecidas na América Central e na América
do Sul. No Brasil, sdo descritas 27 espécies encontradas nos estados da Amazoénia,
do Mato Grosso e de Sdo Paulo (VIDAL & VIDAL, 1967).

O termo “Ginseng” pode se referir a muitas plantas diferentes, como Panax ginseng,
Panax japonicus, Panax quinquefolium, Pfaffia glomerata, Pfaffia paniculata, entre
outros, sendo o Panax ginseng (coreano) o mais conhecido e estudado. Apesar de
amplos estudos com o género Panax, ainda se faz necessério estudos acerca do
género Pfaffia, tendo em vista sua ampla aplicacdo como planta medicinal e as
diferencas entre esses géneros (HOSTETTMANN & MARSTON, 1995; OLIVEIRA,
1986).

O Ginseng brasileiro € indicado como ténico e revigorante geral, no tratamento de
fadiga fisica, esgotamento mental, falta de memaria, como auxiliar no tratamento de
distarbios circulatérios, como antidiabético, anti-inflamatério, imunoestimulante,
dentre outros (OLIVEIRA, 1986).

No entanto, a indicacdo do Ginseng brasileiro pode diferenciar de acordo com a

espécie utilizada. A espécie Pfaffia glomerata acelera a cicatrizacdo de Ulceras
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digestivas (FREITAS et al., 2008) e de feridas na pele (SILVA et al., 2010). Ainda, foi
demonstrado que essa planta tem efeito depressor do sistema nervoso (FENNER et
al.,, 2008). Sobre a Pfaffia paniculata, foi verificado a presenca de atividade
antiproliferativa in vitro na hepatocarcinogénese (DA SILVA et al., 2010), no cancer
de mama (NAGAMINE et al., 2009), aléem de afetar a atividade de macréfagos
(PALERMO et al., 2006) e atuar como afrodisiaco (AELETTI et al., 1999).

Diferencas na composi¢cdo quimica entre as espécies podem gerar perfis
farmacoldgicos e toxicologicos diferenciados. Diante disso, € importante que seja
feita uma correta identificacdo da espécie em uso, pois testes biolégicos apontam
atividades distintas entre as mesmas (TAKEMOTO et al., 1983; SHIOBARA et al.,
1992).

A diferenciacdo das espécies de Pfaffia spp. com base apenas em caracteres
morfologicos, que no Brasil sGo mais de 27, ndo é tarefa simples. A identificagdo da
espécie pode ser laboriosa, pois as plantas medicinais comercializadas encontram-
se em sua maioria na forma de pequenos fragmentos ou pulverizadas, o que
impossibilita a identificacdo morfolégica. Por esta razdo, sdo encontradas
frequentemente no comércio substituicdo entre as espécies. Este fato constitui um
risco a seguranca de uso pela populacdao (PALHARES et al.,, 2014; BRUNI et al.,
2010; WHO, 2004).

1.4 Identificacdo da espécie

Para que ocorra 0 uso seguro e eficaz da planta medicinal faz-se necessario a
correta identificacdo da espécie. Para garantir a qualidade de medicamentos com
plantas medicinais, critérios morfolégicos e quimicos foram estabelecidos nas

Farmacopéias e devem ser seguidos:
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1) identificacdo correta das espécies de plantas;
2) confirmacéo da presenca e da concentragdo minima dos ingredientes ativos;
3) analise da pureza.

No item 1 avalia-se se a droga vegetal em analise corresponde a espécie descrita. A
segunda etapa é para verificar a presenca e teor dos principios ativos, necessérios
para as atividades farmacoldgicas da espécie. O terceiro item consiste na avaliagéo
dos caracteres de pureza a partir da verificacdo da presenca de elementos
estranhos, além de verificar a ocorréncia de outras adulteracdes. (BRANDAO et al.,
2013).

Existem varias formas de identificacdo de espécie da planta, sendo que a principal é
feita por taxonomistas altamente treinados por meio da observacdo de
caracteristicas anatdmicas e morfolégicas do espécime (ANVISA, 2014), que pode
ser dificultosa ou impossibilitada devido a elevada variacdo fenotipica, a
comercializacdo da planta processada em pequenos fragmentos ou pulverizadas e a
falta de profissionais treinados, visto que a identificacdo macroscopica e
microscopica da planta requer consideravel experiéncia, principalmente para plantas
estreitamente similares (CHEN et al.,, 2010; DE BOER et al.,, 2014; KOOL,2012;
NEWMASTER et al., 2009).

Quando a andlise taxondmica ndo é possivel ou para confirmacdo da mesma, uma
alternativa é o teste quimico, usando métodos cromatograficos para verificar a
presenca de substancias especificas (marcadores quimicos) em comparacdo com
um perfil quimico do produto na literatura ou encontrados em amostras padréo
permitindo a distincdo entre as espécies (LI, 2008; TECHEN et al., 2004; WHO,

1998).

Todavia, tais substancias quimicas podem apresentar alguns impasses. Por
exemplo, encontrar marcadores quimicos que sdo Unicos para as especies em
questao, até porque diferentes espécies podem produzir o mesmo marcador. Além
disso, dentro de uma mesma espécie pode ocorrer variabilidade na composicao

quimica, dependendo de alguns fatores, como estacdo do ano, fase de crescimento
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em que a planta se encontra, colheita, armazenamento e processamento
(BENNETT, R. N. & WALLSGROVE, 1994).

Além disso, a seguranca dos produtos a base de plantas pode ser comprometida por
erros de identificacdo, contaminacdo deliberada e adulteracdo acidental (ERNST,
2004; BREEMEN et al., 2008), o que pode levar a graves efeitos colaterais, devido a
presenca de outros compostos que ndo a planta em questao. Isto cria a necessidade
de autenticacdo de espécies incluida nesses produtos medicinais e novas formas de
identificacdo para assim aumentar as possibilidades de identificacdo (GILBERT,
2011).

As limitacbes do sistema de identificacdo morfologica e a insuficiéncia de
taxonomistas especializados nos diferentes grupos de organismos impulsionaram o
desenvolvimento de novos métodos para a identificacdo de espécies como, por
exemplo, a identificagcdo por anédlise do DNA (AZEREDO, 2005).

1.5 Identificacdo de espécies por codigo de barras de DNA

Atualmente, tem sido desenvolvido técnicas alternativas na identificacdo de
espécies. Uma delas, é o uso de um sistema proposto no “Projeto do Cédigo de
Barras da Vida” (The Barcode of Life Project), iniciado em 2003 no Canada, e que
consiste em um sistema Unico e universal com o objetivo de identificar todos os
organismos em nivel especifico, baseado em uma abordagem molecular
padronizada, utilizando-se sequéncias de regibes especificas do DNA (AZEREDO,
2005; HEBERT et al., 2003).

Esse projeto foi promovido a partir de 2004 através do Consortium for the Barcoding
of Life (CBOL) (KOSMANN, 2009), devido ao rapido progresso desta técnica. O
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CBOL objetiva a geracao de codigo de barras genéticos para todas as espécies de
seres vivos do planeta (RATNASINGHAM & HEBERT, 2007).

A partir deste projeto foi criado um banco de dados mundial (Barcode of Life Data
Systems - BOLD - http://www.boldsystems.org), que consiste em uma plataforma de
bioinformética que contém sequéncias das mais diversas espécies, tanto animais,
vegetais, fungos e outros organismos (RATNASINGHAM & HEBERT, 2007). O
BOLD, além de conter as sequéncias, garante a qualidade das mesmas. Por meio
deste banco de dados, sera possivel identificar qualquer espécie apenas
comparando a sequéncia de DNA de interesse com as sequéncias depositadas no
mesmo (Figura 1) (AZEREDO, 2005).

BOLDSYSTEMS DATABASES  IDENTIFICATION AXONOMY  WORKBENCH  RESOURCES
Query ID BestID Search DB
unlabeled_sequence Achyranthes aspera MATK_RECL

Query: unlabeled_sequence
Top Hit: Caryophyllales - Achyranthes aspera

Score Summary E-Value Summary
100 1.0
o 98 v
5 ]
o =0
96 w
94 0.0
1 1z 23 34 45 56 67 78  BI 1 1z 23 34 45 56 67 78 B3
Scores indicate the degree of similarity between the query sequence and hits of the likelihood that a given match was generated

Higher is better.

Top 99 Matches

Rank Phylum Class Order Score  Similarity E-Value Status

1 Magnoliophyta Magnoliopsida Private
ophyta Published @@

3 Magnoliophyta Magnoliopsida Private

4 Magnoliophyta

Figura 1 — Resultado de uma busca do gene rbcL da planta Pfaffia glomerata no BOLD

(http://v4.boldsystems.org/index.php). Fonte: Autor

Além de fornecer uma ferramenta de identificacdo rapida, com apenas uma pequena
quantidade de tecido de qualquer fase de desenvolvimento de uma planta ou de um
animal, o projeto de codigos de barra da vida também contribui com a descoberta de
novas espécies (HEBERTH et al., 2004a; HEBERTH et al., 2004b).


http://v4.boldsystems.org/index.php
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Para que seja possivel a realizacdo dessa técnica de DNA Barcoding, deve-se
encontrar uma regido ideal no DNA e que atenda a algumas especificagdes. O
fragmento deve ter sequéncia com comprimento curto para facilitar a amplificacéo e
0 sequenciamento, ser suficientemente variavel para separar espécies muitos
parecidas e apresentar sitios conservados para o desenvolvimento de primers
universais (FORD et al., 2009).

A proposta é de que qualquer pessoa, em qualquer lugar do mundo, e a qualquer
hora, seja capaz de identificar de fora rapida e eficiente a espécie de um
determinado espécime, independente da condicdo de preservacdo do ser em
questao (STOECKLE et al. 2005).

Para a identificacdo de animais por codigo de barras de DNA, € empregada a regido
de 648 pares de base do gene COI do DNA mitocondrial (Citocromo C Oxidase
subunidade 1, tendo como referéncia o genoma mitocondrial de Mus musculus
Linnaeus, 1758). Esse marcador foi escolhido por essa sequéncia funcionar como
um codigo de barras exclusivo para cada espécie, tendo como premissa que a
variacdo interespecifica € bem mais elevada que a intraespecifica (de até 3%)
(HEBERT et al., 2003).

Em plantas, entretanto, a baixa taxa de substituicio do DNA mitocondrial levou a
procura por regides de codigo de barras alternativas, como as regides de plastidios
(CBOL, 2009; FAZEKAS et al., 2008; HAJIBABAEI et al., 2008; KRESS et al., 2005).
Na sequéncia, varios estudos baseados em diferentes loci dos cloroplastos e
genomas nucleares levaram a conclusao de que nenhum locus poderia, sozinho, ser
adotado como cédigo de barras em plantas e logo percebeu-se que os cédigos de
barras de multilocus s&o requisito para sua identificacdo (PENNISI, 2007,
LEDFORD, 2008).

Posteriormente, um certo nimero de loci foram testados quanto a sua adequacédo
como codigos de barras de plantas e muitas combinacdes de multilocus foram
sugeridas. Das investigacOes iniciais das regides dos plastidios, sete principais
candidatos surgiram (PENNISI, 2007; LEDFORD, 2008). Quatro s&o porcbes de
genes de codificacdo (matK, rbcL, rpoB e RpoCl) e 3 sdo espacadores nao
codificadores (atpF-atpH, trnH-psbA, E psbK-psbl). Diferentes grupos de pesquisa

propuseram varias combinacdes destes loci como seus codigos de barras preferidos
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da planta, mas nenhum consenso surgiu (LAHAYE, 2008; ERICKSON et al., 2008;
HOLLINGSWORTH, 2009; SEBERG & PETERSEN, 2009).

Dentre as varias combinacdes de locus, algumas sao sugeridas, dentre elas: RpoC1,
rpoB, matKk (CHASE et al., 2005); rpoCl, matK, trnH-psbA; rbcL e trnH-psbA
(KRESS & ERICKSON, 2007). O CBOL, 2009, recomendou a combinacdo de dois
genes, o matK (maturase K gene) e o rbcL (ribulose-bisphosphate carboxylase gene)

como codigos de barras de plantas.

Os maiores impasses encontrados no emprego do DNA Barcoding séo: resolucdo de
espécies que divergiram recentemente, grupos com baixa diversidade génica em
suas sequéncias deteccdo de hibridos e os pseudogenes nucleares (Numts)
(STOECKLE et al. 2005).

O banco de dados dispbe, atualmente, de mais de quatro milhdes de amostras
depositadas englobando cerca de 265 mil espécies de plantas (dados de novembro
de 2016). Além disso, uma rede de cientistas brasileiros integra o Brazilian Barcode
of Life (BrBOL - http://www.brbol.org) cuja proposta é gerar dados de espécies

brasileiras para o banco de dados, vinculado ao BOLD.

1.6 Genes matK e rbcL

1.6.1 Gene maturase K
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O gene maturase K (matK) esta localizada dentro de um intron classe Il, entre os
exons 5’ e 3’ do gene que codifica o trnH. Utiliza-se para o codigo de barras de DNA

o tamanho de 841 pb, localizado no centro do gene matK.

Este gene apresenta uma das mais rapidas taxas de substituicdo dentre as regides
codificantes dos cloroplastos. Assim sendo, a taxa de evolu¢do do matK é adequada
para resolver relagdes intergénero, bem como as relagdes interespécies em muitas
plantas angiospermas (CBOL, 2009; HILU e LIANG, 1997; HOLLINGSWORTH et al.,
2011).

1.6.2 Gene ribulose-bisphosphate carboxylase

O gene ribulose-bisphosphate carboxylase (rbcL) é codificante de uma proteina
altamente conservada, a ribulose-1,5-bisfosfato, conhecida como Rubisco. Possui
um tamanho de aproximadamente 1400 pb (FORD et al., 2009), porém na técnica de

DNA Barcode, utiliza-se um fragmento menor, com aproximadamente 550 pb.

Sua escolha como barcode foi adotada por ser um gene comum entre as plantas e
pela sua utilizacdo histérica em estudos filogenéticos (STOECKLE et al., 2011).
Apresenta uma taxa de evolucdo lenta e bastante conservada, apresentando boa

resolucdo em niveis taxondmicos mais elevados, como familia (CHASE et al., 2007).

Uma alta universalidade, mas com pouca resolucdo entre as espécies € fornecida
pelo rbcL, enquanto matK oferece alta resolugdo, mas menos universalidade. A
combinagcao destes dois genes pode ajudar a alcancar maior discriminacdo entre
espécies. No BOLD pode-se inserir a sequéncia a ser analisada para comparacao
com outras espeécies ja depositadas, tanto para matK quanto para rbcL (SINGH et
al., 2012; CAMERON et al., 1999).
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1.7 Barcode of life data systems

SYSTEMS

BARCODE OF LIFE DATA SYSTEMS vt

Advancing biodiversity science through DNA-based species identification.

EXPLORE THE DATA

DESIGNED TO SUPPORT THE GENERATION & APPLICATION OF DNA BARCODE DATA

BOLD s a cloud-based data stcrage end enalysis platform ceveloped at the Centre for Biodivarsity Genomics in Canada. It consists of fcur main modules, a data porzal, an
educational por:al. a registry of BINs (putative speciesi, end ¢ data col'ection and analysis workbench.

Please note that thisversion of BOLD is n beta and wl contain bugs. Users zan he p acdress these bugs by testing the system and reporting issuzs to
suppori@boldsystems.org. Tris version is very different from the prior cne buthas access tc all th2 same data.

Figura 2 — Site do banco de dados BOLD (http://v4.boldsystems.org/index.php).

Quando se utiliza a técnica de DNA barcoding € importante que esse registro seja
feito no banco de dados, como o BOLD (Figura 2), para que a espécie identificada
sirva de “molde” para identificagdes posteriores. Para que o espécime seja incluso
no BOLD, algumas especificacbes devem ser cumpridas para que o depdésito seja de
total confiabilidade (RATNASINGHAM & HEBERT, 2007):

1) nome da espécie;
2) dados do material;

3) testemunho (nimero e instituicdo de depdsito);


http://v4.boldsystems.org/index.php
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4) dados de coleta (nome do coletor, data e local da coleta com coordenadas

geograficas);

5) nome do identificador do espécime;

6) sequéncia do DNA com, no minimo, 500 pb;
7) primers utilizados;

8) eletroferogramas.

Portanto, é essencial que os bancos de dados estejam atualizados para possibilitar
sua utilizacdo da melhor maneira possivel. Quanto maior o niumero de espécies
depositadas maiores as possibilidades de identificagdo (HEBERT &GREGORY,
2005). O objetivo principal do DNA Barcoding é disponibilizar uma metodologia
rapida, precisa para identificacdo das espécies, utilizando regides do DNA
padronizadas (HEBERT,2003).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Identificar, em nivel de espécie, amostras de Ginseng-brasileiro comercializadas no

mercado brasileiro, utilizando, para isso, o cédigo de barras de DNA (DNA barcode).

2.2 Objetivos especificos

Caracterizar amostras referéncia morfologicamente identificadas das espécies

Pfaffia glomerata e Pfaffia paniculata;

Caracterizar amostras comerciais vendidas no mercado brasileiro como Ginseng-

brasileiro;

Extrair o DNA, amplificar e sequenciar os genes matK e rbcL de todas as

amostras;

Depositar no banco de dados BOLD, sequéncias dos genes matK e rbcL para as

amostras referéncia das espécies P. glomerata e P. paniculata;

Verificar qual o potencial da utlizagdo do codigo de barras de DNA na

identificacdo das espécies Pfaffia paniculata e Pfaffia glomerata.
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3 METODOLOGIA

3.1 Coleta de amostras referéncias

Foram obtidas 30 amostras referéncias, da Universidade Estadual de Campinas
(Unicamp) - SP (n=13) e Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT) - MT (n=17).
Dessas amostras, 6 foram P. paniculata (SP) e o restante P. glomerata (SP e MT).
As amostras se encontravam em forma de raiz ou folha seca e foram corretamente

identificadas morfologicamente.

3.2 Aquisicdo de amostras comerciais

Amostras vendidas como ginseng brasileiro (n = 60) de diversos locais do pais foram

coletadas por meio de compra fisica ou internet (Anexo 1).

3.3 Extrac&o de DNA e quantificacéo

Para extragdo de DNA utilizou-se o kit Nucleo Spin® Plant Il (Macherey-Nagel),
seguindo o seu protocolo, utilizando 20 mg de amostra. Para isso, foi necessario
macerar algumas amostras com auxilio de nitrogénio liquido, visto que as mesmas
se encontravam em forma de raiz ou pequenos pedacgos, sendo que era necessaria
na forma de po fino para extracdo de DNA.

Posteriormente a extragdo, as amostras foram submetidas a quantificagdo em
NanoDrop 2000c (Thermo Scientific).
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3.4 Amplificacdo por PCR

As amplificagdes por PCR foram feitas em duas regides do cloroplasto, matK e rbcL.

A tabela 1 apresenta os primers utilizados.

Tabela 1 — Primers utilizados neste estudo.

i Temperatura
Gene Sentido Nome Sequencia 5’ - 3’
de anelamento
MatK- ACCCAGTCCATCTGGAAATCTT
K Forward 52°C
mat 1RKIM-f GGTTC
MatK- CGTACAGTACTTTTGTGTTTACG
Reverse 52°C
matK 3FKIM—r AG
ATGTCACCACAAACAGAGACTA
Forward rbcLa-F 55°C
rbcL AAGC
bl Reverse rbcLa-R GTAAAATCAAGTCCACCRCG 55°C

A reacdo foi padronizada utilizando os seguintes reagentes e quantidades (Tabela
2):

Tabela 2 — Reagentes e quantidade utilizados na reacdo de PCR

Reagentes Concentragao

Buffer 10X Invitrogem 200mM Tris-HCI 0,25 mM
(pH 8,4), 500mM KCI;

MgClz 50 mM (Invitrogen) 0,03 mM
Primer foward 1,25 picomolar (pM) 1,25 pM
Primer reverse 1,25 pM 1,25 pM
-4

10 mM dNTP mixture (Promega) 6,25 x 10*mM

0,3U

Taqg DNA Polimerase (Invotrogen)
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A gquantidade de DNA utilizada na reacdo de PCR variou entre 30-50 nanogramas
(ng). (ex. O volume total da reacdo foi de 12,25 pl, sendo que a quantidade dos
reagentes citados na Tabela 1 foi acrescida do DNA e finalizada com agua ultrapura
para integralizar o volume).

Em cada reacdo de PCR realizada foram utilizados controles positivos (amostra
referéncia) e negativos (agua ultrapura), para assim garantir a qualidade da reacéo
de PCR.

Utilizou-se o termociclador (Applied Biosystems Veriti Thermal Cycler) conforme o

ciclo abaixo:

matK:

94°C - 1 min

94°C - 30 seg / 52°C - 20 seg / 72°C - 1 min — 35 ciclos
72°C -5 min

4°C -

rbcL

94° - 4 min

94°C - 30 seg / 55°C - 30 seg / 72°C - 1 min — 35 ciclos
72°C - 10 min

4°C -

Em algumas reacdes de PCR, na segunda tentativa de amplificagcéo, foi adicionado
DMSO (Dimetilsulféxido) 5%, como alternativa para aumentar as taxas de

amplificacdo das reacoes.

3.5 Confirmacgéao da amplificacdo em gel de agarose

Para confirmagéo da amplificacdo do fragmento foi utilizada a técnica de eletroforese
em gel de agarose 1,5%, por aproximadamente 50-60 minutos a 100 volts, utilizando

4 ul do produto de PCR. Os fragmentos foram comparados a um Ladder RTU


https://www.thermofisher.com/br/en/home/life-science/pcr/thermal-cyclers-realtime-instruments/thermal-cyclers/veriti-thermal-cycler.html
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(Ready-to-use KASVI). As avaliagbes foram feitas visualmente, por meio da
coloracdo com Brometo de Etideo, utilizando luz Ultravioleta em fotodocumentador.

3.6 Purificacdo do produto de PCR e Sequenciamento

Primeiramente os produtos de PCR foram purificados com enzimas Exonuclease |
(Exo 1) e Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) para retirada de reagentes
excedentes da reacdo de PCR, como primers e nucleotideos nao incorporados.
Para cada reacao de PCR foi utilizado 1 ul de ExoSap diluida (1:4 ExoSap e agua
ultrapura, respectivamente). O aparelho utilizado foi o termociclador (Applied

Biosystems Veriti Thermal Cycler) com o ciclo:

37°C - 30 minutos
80°C - 15 minutos
4°C -

Posteriormente foram submetidos a reacdo de sequenciamento conforme o
protocolo do fabricante do Big Dye Terminator v. 3.1 (Applied Biosystems) (Tabela
3):

Tabela 3 — Reagentes e quantidades utilizados para reacao de sequenciamento.

Reagentes Concentracéo
Save Money (Tris-HCI 1M e MgCl2 50mM) 0,035 M
Agua ultrapura autoclavada gsq. 10 pL 2,0 ul
Primer 1,6 pM 3,2 pM
Big Dye Terminator v. 3.1 0,5 ul

Foram adicionados 2 pl do produto de PCR purificado.


https://www.thermofisher.com/br/en/home/life-science/pcr/thermal-cyclers-realtime-instruments/thermal-cyclers/veriti-thermal-cycler.html
https://www.thermofisher.com/br/en/home/life-science/pcr/thermal-cyclers-realtime-instruments/thermal-cyclers/veriti-thermal-cycler.html
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O mesmo termociclador citado acima foi utilizado para tal rea¢éo, seguindo o ciclo
abaixo:

96°C - 1 min

96°C - 15 seg / 50°C - 15 seg / 60°C - 4 min — 35 ciclos

8°C -

Apos ciclagem, os produtos do sequenciamento foram precipitados utilizando o
método EDTA/Acetato de sédio/Etanol descrito a seguir:

Pipetou-se 1 yl de EDTA 125mM em cada amostra e vortexou gentilmente.
Adicionou 1 pl de acetato de sddio 3M e vortexou novamente. Pipetou-se 32 pl de
alcool etilico 95%, vortexou e manteve-se a temperatura ambiente por 15 minutos
e posteriormente centrifugado a 2500 RCF por 30 minutos. Imediatamente apés a
centrifugacgédo, foi removido o sobrenadante e adicionou-se 35 yl de alcool etilico
70% e vortexou-se. Novamente foi centrifugado a 2500 RCF por 15 minutos. Logo
apos, removido o sobrenadante. Os tubos foram levados ao termociclador por 10
minutos a 40° C para completa evaporacao do alcool.

Por fim, as reagcbes foram analisadas em sequenciador automético ABI 3500
(Applied Biosystems) do Laboratério do Nucleo de Genética Aplicada a
Conservacdo da Biodiversidade, da Universidade Federal do Espirito Santo,

conforme recomendacdes do fabricante.

3.7 Andlise dos Resultados

Os eletroferogramas foram analisados utilizando o programa BioEdit (Hall, 1999).
As amostras em andlise foram alinhadas e confrontadas com as amostras
referéncia, para identificacéo das espécies.

Os resultados também foram comparados as informagdes disponibilizadas nos

rétulos das amostras e também foram confrontados com o BOLD.
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Com os alinhamentos das amostras referéncias, gerados no BioEdit, foram
construidas arvores filogenéticas através do programa MEGA7, método Neighbor-
Joining (NJ).

3.8 Deposito das amostras referéncias no BOLD

Todas as amostras referéncias foram depositadas no BOLD. Primeiramente, foram
adicionadas as informacg@es a respeito da espécie e posteriormente sobre o gene em

guestao. Posteriormente a sequéncia obtida com o sequenciamento foi adicionada.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Extracdo de DNA e amplificacdo por PCR

4.1.1 Extracdo de DNA

Todas as amostras tiveram os DNAs extraidos utilizando um kit préprio para plantas
e foram quantificadas em Nanodrop previamente a amplificacdo. As amostras
referéncia resultaram em uma média de 31 ng/uL de DNA e pureza (relacéo
260/280) média de 2,2. As amostras comerciais resultaram em uma média de 12
ng/uL de DNA e pureza média de 1,9 e foram submetidas & amplificagéo.

4.1.2 Amplificacdo das amostras referéncias

As taxas de amplificagOes para as amostras referéncias foram inicialmente 80% (24
amostras) e 83,33%(25 amostras), para os genes matK e rbcL, respectivamente.
Posteriormente, adicionou-se DMSO a reagdo de PCR, as taxas aumentaram para

90% (27 amostras), tanto para o gene matK quanto para o rbcL.

Dantas et al. (2002), Takiuchi et al. (2003), Ralser (2006), também utilizaram DMSO
para melhorar a eficiéncia das reacbes de PCR, e todos obtiveram éxito,

aumentando consideravelmente o rendimento e qualidade da reacéo.
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Varios compostos podem ser utilizados para aumentar o rendimento, especificidade
e consisténcia da reacdo de PCR, sendo que o DMSO é um dos mais utilizados. Ele
age facilitando a separacédo das cadeias de DNA, interferindo na ligacdo das bases
(FRACKMAN et al., 1998, JENSEN et al., 2010). O uso de DMSO promove, portanto,
a desestabilizacdo da fita dupla de DNA, facilitando o anelamento dos primers
(MASOUD et al., 1992).

Para as amostras referéncias que ndao amplificaram foram repetidas as reacdes de

PCR, porém sem sucesso.

4.1.3 Amplificagcdo das amostras comercializadas

Todas as 60 amostras comercializadas disponiveis para andlise foram submetidas a
amplificacdo por PCR, utilizando os primers especificos para os genes matK e rbcL.
As taxas de amplificac¢des iniciais foram de 86,67% (52 amostras) para o gene matK
e 76,67% (46 amostras) para o gene rbcL. Apds a adicdo de DMSO na reacdo de
PCR as taxas de amplificacdo aumentaram para 95% (57 amostras) para ambos os
genes. Para as amostras que nao amplificaram, uma nova tentativa de PCR foi

realizada, entretanto, ndo obtivemos éxito.

Palhares et al. (2015), obtiveram taxa de sucesso de 81,32% e 88,72%, para matK e
rbcL, respectivamente, sendo que seu trabalho englobava diversas espécies. Ja
Januario (2014), obteve a taxa de amplificacdo para o gene rbcL inferior, 77,77%,
para as espeéecies Senna Mill. (Fabaceae) e Casearia Jacq (Salicaceae),quando
comparado ao estudo de Kress e Erickson (2007), que relataram taxa de
amplificagéo de 95,8% e 92,70%, para os diferentes géneros estudados.

Para Palhares et al. (2014), a taxa de sucesso na PCR foi de 65,22% para o matK e
100% para o rbcL, em estudo sobre Cinchona. O grupo chinés BOL de plantas e

colaboradores (2011), encontraram um resultado de amplificacdo de 91,00% para
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matK e 94,50% para rbcL, para diversificadas espécies. Portanto a taxa de sucesso
encontrada no presente trabalho estd em conformidade com o encontrado na

literatura.

4.2 Sequenciamento e identificacdo das espécies

4.2.1 Amostras referéncias

Todas as amostras amplificadas por PCR (90%, n=27) foram sequenciadas, nas fitas
forward e reverse, tanto para o gene matK, quanto para o rbcL. Destas, 92%
geraram eletroferogramas de boa qualidade para o gene rbcL e 90% para o gene
matK. Entretanto, nem todas as amostras sequenciadas geraram um
sequenciamento de boa qualidade. Para o gene rbcL, 5 amostras geraram
eletroferogramas de baixa qualidade e 1 amostra para o gene matK.

As amostras referéncia de P. glomeratas e P. paniculatas mostraram-se idénticas,
sem nenhuma base nucleotidica diferente entre elas, mesmo sendo obtidas de
fontes diferentes. Essa ocorréncia pode ser explicada por ndo haver diferenca
intraespecifica ou a amostragem nao foi significativa (Tabela 4). Em anexo arvore

filogenética (Anexo 2).

Tabela 4 — Taxas de variagBes intraespecifica e interespecifica P. glomerata e P. paniculata

encontradas em amostras referéncia deste trabalho.

Gene Variagao intraespecifica Variacao interespecifica

matkK 0% 1,92%

rbcL 0% 1,90%
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As amostras referéncias foram sequenciadas e alinhadas utilizando o programa
BioEdit. O tamanho do fragmento gerado para matK foi de cerca de 1000pb, porém
foram desconsiderados o inicio e o fim da sequéncia, restando 830 pb para analise.
Para o rbcL o tamanho de fragmento gerado foi de 620 pb, desconsiderando o inicio

e o fim, foram analisados 525 pb.

Quando as sequéncias das duas espécies referéncia de Pfaffia foram comparadas,
foram encontradas diferencas nucleotidicas de 16 bases entre a P. glomerata e a P.
paniculata para o gene matK, o que representa em torno de 1,92% de variagédo
interespecifica. Para o rbcL, foram encontradas 10 bases diferentes ao longo da
sequéncia, portanto apresenta cerca de 1,90% de discrepancia entre as espécies
em estudo (Tabela 4). Saslis-Lagoudakis et al. (2015), encontraram 36 substituices
(25 para matKk e 11 para trnH-psbA) nas amostras de Equisetum palustre e
Equisetum arvense, sendo que algumas delas foram exclusivas para cada espécie e

outras foram partilhadas com outras espécies.

Além disso, em alguns casos, ndo € possivel a diferenciacdo entre espécies porque
a variacdo genética dentro do género nao é suficiente (menor do que 1%), como o
relatado por Palhares et al. (2015). No nosso estudo, entretanto, as espécies
possuem variacfes acima deste valor, 0 que possibilita a identificacdo da espécie

com ambos o0s genes.

As arvores filogenéticas geradas mostram a distancia genética das amostras entre si
e relacionadas a outro género, o Panax (Anexo 2).

4.2.2 Amostras Comerciais
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Todas as amostras comerciais amplificadas foram submetidas ao sequenciamento
(95%, n=57). Destas, 80% geraram eletroferogramas de boa qualidade para o gene
rbcL e 75% para o gene matK. As amostras comerciais foram classificadas em P.
glomerata, P. paniculata ou n&o identificadas. Para serem consideradas P.
glomerata ou P. paniculata, as amostras precisavam apresentar 100% de
similaridade com a amostra referéncia, em relagcdo ao gene matK e rbcL. Foi
considerado 100% de similaridade pois as amostras referéncias ndo apresentaram

variacao intraespecifica.

Existem varios testes que podem ser feitos para analisar os resultados de DNA
Barcode e obter a identificacdo de espécies. Um dos métodos mais empregados € o
“barcoding gap”, em que as espécies sao consideradas identificadas se a diferenca
interespecifica for maior que a diferenca intraespecifica (BARRETT & HEBERT,
2005; CBOL, 2009).

As amostras que apresentavam variacbes em relacdo a amostra referéncia foram
classificadas como nao identificadas. Todas as amostras classificadas como tal

apresentaram diferencas de pb de no minimo 2% com as referéncias.

Na tabela 5, pode-se observar a denominacéo de cada amostra comercial em seu

rétulo e o resultado do sequenciamento confrontado com as amostras referéncias.

Tabela 5 — Identificagdo das amostras comerciais apds confronto com as amostras referéncias.

IDENTIFICACAO DAS AMOSTRAS COMERCIAIS APOS CONFRONTO COM AMOSTRAS

REFERENCIAS
NUMERO NOME COMERCIAL NA EMBALAGEM matK rbcL

1 Pfaffia (ginseng brasileiro) P. glomerata P. glomerata
2 Ginseng (Pfafia Paniculata) X X

3 Ginseng Brasileiro X N&o identificada
5 Ginseng P. paniculata P. paniculata
6 Ginseng P. glomerata P. glomerata
7 Ginseng (Pfafia paniculata) P. glomerata P. glomerata
8 Ginseng P. paniculata P. paniculata
9 Ginseng P. glomerata P. glomerata
10 Ginseng P. paniculata P. paniculata
11 Ginseng (Pfafia paniculata) N&o identificada  N&o identificada
12 Ginseng P. glomerata P. glomerata
13 Panax P. paniculata P. paniculata
14 Ginseng P. paniculata P. paniculata
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IDENTIFICACAO DAS AMOSTRAS COMERCIAIS APOS CONFRONTO COM AMOSTRAS

REFERENCIAS
NUMERO NOME COMERCIAL NA EMBALAGEM matK rbcL
15 Ginseng P. paniculata P. paniculata
16 Ginseng (Pfaffia spp) P. glomerata P. glomerata
17 Ginseng P. glomerata P. glomerata
18 Ginseng (Pfafia paniculata) P. glomerata P. glomerata
19 Ginseng em P6 P. glomerata P. glomerata
20 Ginseng Pé Varejo P. glomerata P. glomerata
21 Ginseng Chinés (Panax Ginseng) N&o identificada  N&o identificada
22 Ginseng P. glomerata P. glomerata
23 Ginseng (Pfafia paniculata) P. paniculata P. paniculata
24 Ginseng P. paniculata P. paniculata
25 Fafia (Pfaffia glomerata) P. glomerata P. glomerata
26 Ginseng P. paniculata P. paniculata
27 Ginseng P. paniculata P. paniculata
28 Ginseng N&ao identificada  N&o identificada
29 Ginseng P. glomerata P. glomerata
30 Ginseng P. glomerata P. glomerata
31 Ginseng P. glomerata P. glomerata
32 Ginseng Brasileiro (Pfaffia paniculata) P. glomerata P. glomerata
33 Ginseng P. glomerata P. glomerata
34 Ginseng P. glomerata P. glomerata
35 Ginseng P. glomerata P. glomerata
36 Ginseng (Pfaffia paniculata Mart.) P. glomerata P. glomerata
37 Ginseng N&o identificada Nao identificada
38 Ginseng P. glomerata P. glomerata
39 Ginseng (Pfaffia) P. glomerata P. glomerata
40 Ginseng P. glomerata P. glomerata
41 Ginseng Brasileiro (Pfaffia paniculata) P. glomerata P. glomerata
42 Korean Ginseng Tea gold X X
43 Ginseng P. glomerata P. glomerata
44 Ginseng P. glomerata P. glomerata
45 Ginseng N&o identificada N&o identificada
46 Ginseng P. paniculata X
49 Ginseng P. paniculata P. paniculata
50 Ginseng (Pffafia paniculata) N&o identificada N&o identificada
51 Ginseng em po P. paniculata P. paniculata
52 Ginseng p6 P. paniculata P. paniculata
53 Ginseng em po P. glomerata P. glomerata
54 Diversos P. paniculata P. paniculata
55 Ginseng em p6 KG N&o identificada N&o identificada
56 Ginseng em po P. paniculata P. paniculata
57 Ging Seng N&o identificada N&o identificada
58 Ginseng raiz N&o identificada N&ao identificada
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Tabela 5 — Identificacdo das amostras comerciais apés confronto com as amostras referéncias.

IDENTIFICACAO DAS AMOSTRAS COMERCIAIS APOS CONFRONTO COM AMOSTRAS

REFERENCIAS
NUMERO NOME COMERCIAL NA EMBALAGEM matK rbcL
59 Ginseng em po 12 N&o identificada N&o identificada
60 Ginseng pé granel N&o identificada N&o identificada
61 Ginseng po N&o identificada N&o identificada
62 Ginseng Granel P. glomerata P. glomerata
65 Ginseng P. paniculata P. paniculata

Legenda: X — amostras que ndo amplificaram.

A utilizacdo dos genes matK e rbcL possibilitou a identificacdo de grande parte das
amostras (67,24%) e a confirmagdo das amostras que ndo sao nenhuma das duas
espécies em questdo (32,76%). Diferentemente do resultado apresentado por Zhang
e colaboradores (2015), em que a combinacdo rbcL e matK gerou uma taxa de
identificacdo de diferentes espécies de plantas medicinais de apenas 40,40%. O
codigo de barras rbcL e matK discriminou apenas 49,7% das amostras no trabalho
de China Plant BOL Group e colaboradores (2011).

Todas as amostras do estudo foram confrontadas no banco de dados BOLD e no
NCBI (apenas para conferéncia) e nao foram identificadas (igualdade de 100%) com
nenhuma das espécies ja depositadas. Entretanto, uma similaridade de 100% néao é
exigida para a identificacdo de todas as espécies de plantas depositadas no BOLD,

tendo em vista que podem existir variagcbes maiores que 1% em outros géneros.

Abaixo é apresentada a tabela 6, expondo a similaridade de algumas amostras néo
identificadas neste trabalho, mas que apresentaram similaridade acima de 98% com

outras espécies depositadas no BOLD.

Tabela 6 — Similaridade das amostras néo identificadas com espécies depositadas no BOLD.

Amostra Identificacdo no BOLD Similaridade Gene
03 Musa acuminata (bananeira) 98,67% rbcL
21 Withania somnifera (ginseng 98,71% / rbcL e

indiano) 99,49% matK
28 Tribulus terrestres 98,32% rbcL
55 Iresine calea 98,51% rbcL

59 Phaseolus vulgaris (feijao) 98,85% rbcL
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Das 58 amostras avaliadas neste estudo, 67,24% foram identificadas, sendo 61,54%
P. glomerata e 38,46% P. paniculata. O restante, 32,76% (19 amostras) ndo foram
identificadas conforme o rotulo, caracterizando, portanto adulteracdo. Das
desconformes com o rétulo, 22,41% (13 amostras) ndo foram identificadas e 10,34%
(6 amostras) apresentaram substituicdo de espécies, como pode ser visto no grafico
1.

Disparidades entre identificacdao da espécie e o rotulo do
produto

22,41%

= De acordo com o rétulo N3o identificada = Substituicdo entre espécies

Gréfico 1 — Disparidades encontradas entre a identificacdo genética da espécie e o rotulo do
produto obtidas neste estudo.

Esse resultado mostra-se menor do que o apresentado por Brandéao e colaboradores
(2013), em que constataram que 50% das 252 amostras de 40 espécies nativas da
flora brasileira e que sdo amplamente comercializadas em mercado nacional, eram
na realidade espécies identificadas incorretamente. Han e colaboradores (2016),
constataram uma taxa de 4,2% de adulteracdo em plantas medicinais dos mercados
chineses, em que as amostras identificadas ndo estavam em conformidade com o

nome no rétulo.

A amostra 21, que no rotulo a identificava como Panax, ndo foi identificada como
nenhuma das duas espécies do estudo. Confrontando com o banco de dados BOLD
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e NCBI, também néo foi identificada com nenhuma outra espécie em 100%,
inclusive nenhuma do género Panax. Porém obteve semelhanca de 98,71% para
rbcL e 99,49% para matK com o Withania somnifera (ginseng indiano).

A amostra 13, também rotulada como Panax, na realidade tratava-se de P.
paniculata. Palhares e colaboradores (2015) também encontram substituicdo do
género Panax por Pfaffia em 100% das amostras consideradas anteriormente como

Panax.

Em uma analise dos eletroferogramas de 6 amostras, pode-se observar a provavel
mistura de espécies, visto que apresentam picos duplos em diversos locais, tanto

para o gene rbcL, como para o matK, como pode ser observado na figura 3.

ABI Chromatogram: C\Users\HOME\Desktop\AMOSTRAS\rbcL\60 rbcL\RE6
Uszrs HOME Desketop AMOSTRAS rbel |60 tbel RRE0_G11_ (3).2b1

300 400
T A G A A G ATTTAC GA ATCTCTCTATCI

_

Figura 3 — Eletroferograma da amostra 60, gene rbcL, representando picos duplos e indicagcéo de

mistura de espécie.

Saslis-Lagoudakis e colaboradores (2015) também identificaram uma sequéncia
guimérica, em que varios picos duplos sdo observados no DNA, mostrando algumas
bases que sdo caracteristicas de E. arvense e algumas de E. palustre, indicando

uma mistura de amostras.
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4.2.3 Utilizacdo dos genes matK e rbcL como cédigo de
barras de DNA

A combinacdo de matK e rbcL foi proposta por como sendo a ideal como padrdo
para plantas terrestres, pois essa representa uma combinacdo entre universalidade,
qualidade de sequéncia, discriminacao e custo (CAMERON et al., 2009). Entretanto,
nem sempre duas ou mais regifes faz-se necessaria, como pbéde ser observado
neste estudo. Como também relatado por Palhares (2015b), em que ficou
demonstrado que nem sempre duas regides Sao necessarias, por conseguinte, é
possivel padronizar qual sequéncia é mais eficiente para cada espécie, diminuindo
assim o numero de locus em estudo e consequentemente tornando a analise ainda

mais rapida e menos custosa.

N&o houve divergéncias quanto a identificacdo das amostras comerciais entre 0s
dois genes em estudo. Ambos os genes foram suficientemente discriminatérios para
a identificacdo molecular das espécies P. glomerata e P. paniculata. Entretanto,
como o gene matK apresentou problema no sequenciamento devido uma regido de
repeticdo de bases (Figura 4). Assim, 0 gene rbcL parece mais adequado para ser
utilizado com barcode nesse género. Problemas com o sequenciamento do gene
matK também foram relatados no estudo de Zhang e colaboradores (2015) e Tripathi

e colaboradores (2013).

% AB| Chromatogram: C:\Users\HOME\Documents\Mestrado\Sequenciamento

I"'_"I % Celected: none | S2mele: MF31 | File: C:\Users HOME Documents Mestrado' S2quenciamento

100 110
CA T T T CT T TTTT GA A AA A A A G

[ ke

il

Figura 4 — Eletroferograma da amostra comercializada 31, do gene matK, demostrando repeticdo de

bases.
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Cada gene se mostra de maneira diferente de acordo com a espécie. Nem sempre
um gene ideal para uma espécie serd o adequado para uma outra. Como pode ser
notado por Januario (2014), em que o gene rbcL n&o foi tdo eficiente para as
espécies utilizadas em seu estudo, mesmo sendo uma das regibes mais utilizadas
no barcode e uma das mais bem caracterizadas no Genbank, (NEWMASTER et al.,
2006).

O gene rbcL apresentou boa qualidade no sequenciamento e mostrou-se muito
eficiente na identificagdo das espécies estudadas neste trabalho. Ele pdde distinguir
todas as amostras analisadas, porém uma das amostras nao apresentou
amplificacdo para o gene rbcL, somente para o gene matK. Tripathi e colaboradores
(2013) também obtiveram sucesso em seu trabalho, gerando sequéncias do locus
rbcL de alta qualidade. Esse gene é considerado um dos locus de codigo de barras
mais eficiente, embora ndo seja uma regido muito variavel, é frequentemente

utilizado em combinag¢es multilocus para discriminacdo de espécies.

4.3 Importancia do BOLD

As amostras referéncias foram depositadas no BOLD e contribuiram muito para o
crescimento do banco de dados visto que ainda ndo haviam depdésitos para as duas
espécies em estudo, para os genes matK e rbcL. Durante o depésito das sequéncias
no banco de dados, percebemos que o gene matK apresentou codon de parada.
Isso ja foi relatado em outros estudos, como de Barthet et al. (2015) e Barthet & Hilu
(2007). A rapida taxa de substituicdo e codons de parada prematuros no gene matk,
levou os pesquisadores a sugerirem que este gene pode ndo ser funcional em

algumas plantas, sendo considerado, portanto, como um pseudogene (HIDALGO et
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al., 2004; JANKOWIAK et al., 2004). Pseudogene € o gene que ndo forma uma
proteina funcional. Existem cerca de 121.000 depoésitos de sequéncia do gene matK
no GenBank. Destes, 3.094 sdo pseudogenes, sendo que desses pseudogenes
depositados, cerca de 82% (2.523) sdo da familia Orchidaceae (Harrison et al.,
2005; Zheng et al., 2007).

E importante que sejam desenvolvidos estudos para identificacdo de plantas e que
estes colaborem para o desenvolvimento da técnica de identificacdo molecular.
Quanto a esta técnica, ndo existe um consenso a respeito de quais loci utilizar,
embora exista uma proposta de combinacdo. Porém, de acordo com diversos
estudos, varias combinacfes podem ser feitas e o0 resultado vai depender da
espécie em estudo. Cada espécie apresenta uma melhor caracterizacaoutilizando
um determinado locus ou combinacdo (KRESS et al., 2005; HOLLINGSWORTH et
al., 2009).

A aplicabilidade desta técnica vem sendo avaliada justamente por essa questdo (FU
et al., 2011; GUO et al, 2011). Varios problemas sao relatados devido a
complexidade na evolucdo das espécies, entre elas alopoliploidia, misturas de
reproducdo sexual e assexuada, introgressdo, hibridacdo interespecifica, entre
outros. Por isso, faz-se necessario o estudo de cada espécie individualmente, para
gue assim seja analisada a melhor combinacdo de loci a ser utilizada (SPOONER,
2009; ZUO et al., 2011).

Atualmente, a tecnologia de DNA cdédigo de barras é a melhor tecnologia para
identificacdo de espécies (Han et al., 2016). Como pode ser observado neste
estudo, essa técnica pode ser utilizada para o controle de qualidade de plantas
medicinais, garantindo assim maior seguranca e eficacia para o paciente que esta

utilizando.

Portanto, a metodologia mostrou-se aplicavel para o Ginseng-brasileiro uma vez que
possibilitou a identificacdo das plantas comerciais e discerniu as discrepancias

existentes.
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5 CONCLUSAO

O método de identificagdo por bacoding possibilitou a identificacdo, em nivel de
espécie, das amostras comercializadas como Ginseng brasileiro obtidas do mercado
brasileiro, como P. glomerata e P. paniculata. Algumas amostras ndo foram

identificadas como nenhuma das duas espécies.

Tanto as amostras referéncias, quanto comercializadas, foram caracterizadas e

algumas amostras ndo foram identificadas de acordo com o que indicava no rétulo.

Todas as amostras foram analisadas utilizando extracdo de DNA, reacdo de PCR e
sequenciamento, porém em algumas amostras ndo foi possivel realizar o

sequenciamento, visto que nao amplificaram na reacéo de PCR.

As amostras referéncias foram depositadas no BOLD e mostraram-se 100%
idénticas entre si, ndo apresentando variabilidade genética intraespecifica para os

genes matK e rbcL.

Esse método mostrou-se eficaz e aplichAvel uma vez que possibilitou a identificacédo
dos espécimes e apresentou diferencas genéticas significativas entre as espécies
em estudo, tanto para o gene matK quanto para o rbcL. Portanto, a metodologia
mostrou-se oportuna para o Ginseng-brasileiro uma vez que possibilitou a
identificagdo das plantas comerciais e o confronto com o que estava relatado no

rétulo.
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ANEXO 1

Amostras vendidas como ginseng brasileiro de diversos locais do pais.

NUmero Nome comercial na embalagem  Lote Local de compra Tipo Parte
1 Pfaffia (ginseng brasileiro) 12015 internet Po6 X
2 Ginseng (Pfafia Paniculata) 52468 internet Po6 X
3 Ginseng Brasileiro 110/14 internet Pé X
5 Ginseng X Casa das Ervas - Vila Rubim Capsula X

Folhas,
6 Ginseng X Natura Minas - Vila Velha  Fragmento flores e talos
7 Ginseng (Pfafia paniculata) 2 Mundo Verde - Vila Velha P6 Raiz
8 Ginseng X Pequena Selva - Vila Rubim Po6 X
9 Ginseng X Casa das Ervas - Vila Rubim Pé X
10 Ginseng X Mercearia Rodrlgues - Vila P6 X
Rubim
11 Ginseng (Pfafia paniculata) FAFIO01 Natura Minas - Vila Velha P6 Raiz
12 Ginseng X Pharma Ervas - Vila Rubim P6 X
13 Panax X Guarapari P6 X
14 Ginseng X Araraquara-SP Pé X
15 Ginseng X Manaus- AM P6 X
16 Ginseng (Pfaffia spp) 32 Rio de Janeiro-RJ Fragmento Raiz
17 Ginseng X Rio de Janeiro-RJ Fragmento Raiz
18 Ginseng (Pfafia paniculata) X Rio de Janeiro-RJ P6 X
19 Ginseng em Pé X Barra da Tijuca-RJ Pé X
20 Ginseng P¢é Varejo X Rio de Janeiro-RJ Pé X
21 Ginseng Chines (Panax 1220 Ribeir&o Preto-SP P6 X
ginseng)
22 Ginseng X Ribeirdo Preto-SP Fragmento Raiz
23 Ginseng Nacional (Pfaffia 1224 Ribeir&o Preto-SP P6 X
paniculata)
24 Ginseng Ribeirdo Preto-SP Pé X

25 Pfafia (Pfaffia glomeratta) 2581 Ribeirdo Preto-SP P6 X
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Amostras vendidas como ginseng brasileiro de diversos locais do pais.

NUmero Nome comercial na embalagem  Lote Local de compra Tipo Parte
26 Ginseng X Belo Horizonte-MG Capsula X
27 Ginseng X Belo Horizonte-MG Céapsula X
28 Ginseng X Belo Horizonte-MG Céapsula X
29 Ginseng X Belo Horizonte-MG P6 X
30 Ginseng X Belo Horizonte-MG P6 X
31 Ginseng X Belo Horizonte-MG P6 X
32 Ginseng Brasileiro (Pfaffia X Belo Horizonte-MG P6 X

paniculata)
33 Ginseng X Belo Horizonte-MG Po X
34 Ginseng X Belo Horizonte-MG P6 X
35 Ginseng X Belo Horizonte-MG P6 X
36 Ginseng (Pfaffia paniculata X Belo Horizonte-MG P6 Raiz
Mart.)
37 Ginseng X Belo Horizonte-MG Po X
38 Ginseng X Belo Horizonte-MG P6 X
39 Ginseng (Pfaffia) X Belo Horizonte-MG P6 X
40 Ginseng X Belo Horizonte-MG P6 X
a1 Ginseng Brasileiro (Pfaffia X Belo Horizonte-MG P6 X
Paniculata)
42 Korean Ginseng Tea gold X Belo Horizonte-MG Po X
43 Ginseng X Belo Horizonte-MG P6 X
Folhas,
44 Ginseng X Belo Horizonte-MG Fragmento flores e talos
45 Ginseng X Belo Horizonte-MG Po X
46 Ginseng X Belo Horizonte-MG Pé X
49 Ginseng X Guagcui-ES P6 X
50 Ginseng (Pffafia Paniculata) X . Po X
Guarapari

51 Ginseng em p6 X Sao Paulo Po X
52 Ginseng po6 X Sao Paulo P6 X
53 Ginseng em po6 X Sao Paulo P6 X
54 Diversos X S&o Paulo P6 X
55 Ginseng em p6 KG X Sao Paulo P6 X
56 Ginseng em po X Sao Paulo P6 X
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Amostras vendidas como ginseng brasileiro de diversos locais do pais.

NUmero Nome comercial na embalagem  Lote Local de compra Tipo Parte
57 Ging Seng X Séo Paulo P6 X
58 Ginseng raiz X S&o Paulo Raiz Raiz
59 Ginseng em p6 12 X Séo Paulo P6 X
60 Ginseng po granel X Séo Paulo P6 X
61 Ginseng po6 X Sao Paulo P6 X
62 Ginseng- 209 X Séo Paulo P6 X
65 Ginseng granel X Séo Paulo P6 X

Legenda: X — ndo disponibiliza a informacéo no rotulo.
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Arvores filogenéticas das amostras referéncias juntamente a uma amostra do género

Panax, retirada do BOLD, para os genes matK e rbcL. Utilizou-se o programa

MEGA7, método NJ.

Arvore filogenética gene matK
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Arvore filogenética gene rbcL
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