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RESUMO GERAL

DA MATA, Lorena Ramos. Caracterizacdo molecular e anatomica do complexo babacu (Attalea
spp., Arecaceae) . 2016. 149p. Dissertacdo (Mestrado) — Departamento de Boténica. Instituto de
Ciéncias Bioldgicas. Universidade de Brasilia, Brasilia, DF, 2016.

O babagu (Attalea spp.) ¢ uma palmeira nativa com ampla distribui¢do no Brasil, sendo
encontrado nas regides Norte, Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste. Constitui um recurso natural de
elevada importancia no nordeste brasileiro e ¢ um dos principais produtos extrativistas do pais. A
identificacdo taxondmica do conjunto de espécies de babagu ¢ complexa, e ndo ha consenso entre os
diversos autores, por isso, esse conjunto de espécies ¢ denominado “complexo babagu”.
Considerando-se as divergéncias taxondmicas acerca do género Atfalea e a importancia da correta
classificagdo das espécies para programas de melhoramento e conservacdo, foi proposta a
caracterizacdo da anatomia foliar e o estudo com DNA barcode de sete espécies do complexo babacu
que ocorrem no Brasil, a fim de fornecer dados anatomicos e moleculares discriminatdrios que
possam subsidiar a taxonomia. A anatomia foliar das sete espécies estudadas do género Attalea foi
altamente informativa. Os dados gerados podem auxiliar na identificacdo das espécies, assim como
em sua classificacdo taxonomica. Os marcadores rbcL, trnL e matK ndo apresentaram resolugao
suficiente para a discriminag¢do das espécies. Os marcadores psbA-trnH, ITS e PRK apresentaram
resultados potencialmente satisfatorios para serem usados com regides barcode para espécies de
Attalea. O uso de marcadores barcode em espécies do género Attalea necessita ser aprimorado, tanto
no estabelecimento de protocolos de extragdo, PCR e sequenciamento eficientes quanto na escolha e

combinac¢do dos marcadores utilizados.

Palavras-chave: Attalea, Babagu, Anatomia foliar, DNA barcode



ABSTRACT

DA MATA, Lorena Ramos. Molecular and anatomic characterization of babassu complex
(Attalea spp., Arecaceae) 2016. 149p. Dissertagdo (Mestrado) — Departamento de Botanica. Instituto de
Ciéncias Bioldgicas. Universidade de Brasilia, Brasilia, DF, 2016.

The babassu (Attalea spp.) is a palm tree native to Brazil with wide distribution, being found in the
North, Northeast, Southeast and Central West regions. The plant is a natural resource of great
importance in northeastern Brazil and one of the main extractive products in the country. The
identification and taxonomy of babassu species is difficult and there is no taxonomic consensus
among many authors, so this group of species is known as the "babassu complex". Considering the
taxonomic problems in Attalea and the importance of proper classification of species for breeding
and conservation programs, we proposed to characterize the leaf anatomy and apply DNA barcoding
techniques to seven species of the babassu complex occurring in Brazil, with the aim of providing
discriminatory anatomical and molecular data to support current taxonomy. The leaf anatomy of
seven Attalea species studied was highly informative. The data generated can assist greatly in
identifying the species within the current taxonomic framework. The DNA loci rbcL, trnL and matK
showed insufficient resolution for discrimination of species. The psbA-trnH markers, ITS and PRK
showed potentially satisfactory results for discriminating Attalea species. The use of DNA barcodes
in Attalea, however, needs to be improved, both in the optimization of DNA extraction, PCR and

sequencing protocols, as well as the choice and combination of markers used.

Key words : Attalea, babassu, leaf anatomy, DNA barcode
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INTRODUCAO

O babagu (Attalea spp.) ¢ uma palmeira endémica no Brasil de ampla distribuicdo, sendo
encontrado nas regidoes Norte, Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste, abrangendo desde o Sul da Bacia
Amazobnica até a vegetacdo tipica dos cerrados. Os estados do Maranhdo, Piaui e Tocantins
concentram as maiores extensdes de matas onde predominam os babaguais, sendo no Maranhao onde
se encontra a maior concentracdo e exploracdo (LORENZI et al., 1996; COELHO, 2002;
MEIRELLES, 2004; ARAUJO, 2008; MATOS et al., 2010). Além do Brasil, as palmeiras de babagu
sdo nativas de Trinidad e Tobago, Coldmbia, Venezuela, Suriname, Guiana, Guiana Francesa,
Equador, Peru, Bolivia, Paraguai e Peru (HENDERSON et al, 1995 e LORENZI et al., 1996;
BALICK & PINHEIRO, 2000; PINTAUD, 2008; CHOO et al., 2010; CORREA et al., 2012,
BAKER & DRANSFIELD, 2016). O babagu constitui um recurso natural de elevada importancia
no nordeste brasileiro e ¢ um dos principais produtos extrativistas do pais, contribuindo, de maneira
significativa, para a economia de alguns estados da Federagdo (LIMA et al., 2006; DE MESQUITA,
2015).

O principal produto extraido do babacu ¢ a améndoa. Dados do IBGE de 2011 registram que
cerca de 100 mil toneladas destas améndoas sdo comercializadas no Brasil anualmente (IBGE, 2013).
As améndoas sdo extraidas manualmente em um sistema caseiro tradicional e de subsisténcia, cujas
responsaveis sdo popularmente conhecidas como as “quebradeiras de babagu”, geralmente mulheres
acompanhadas de suas criancas (FIGUEIREDO, 2005). A améndoa quando verde fornece um leite
nutritivo ¢ quando madura, o 6leo para uso doméstico, tendo também utilizacdo industrial para
fabricacdo de produtos de higiene e perfumaria (LORENZI et al., 1996; LORENZI, 2000;
CARRAZZA et al., 2012; BRANDAO et al., 2002). O mercado nacional de 6leo tem consumido 5,5
mil toneladas de 6leo comestivel de babagu por ano e as industrias dos segmentos de higiene,
limpeza e cosméticos absorvem cerca de 35 mil toneladas anuais de dleo de babagu bruto (SOUZA
et al., 2011). O babagu também ¢ utilizado na fabricag@o de artesanatos, casas e paisagismo, podendo
fornecer até 64 diferentes produtos (LORENZI, 2000; SANTOS et al., 2008; GONZALES-PEREZ et
al., 2012; COLLARES, 2014). No Maranhao, o extrativismo do babacu esta associado a agricultura
familiar e se caracteriza por ser ultra-extensiva. A estimativa ¢ de que haja uma area de 4.722.812 ha

efetivamente ocupada e intensiva em mao-de-obra familiar (ALMEIDA, 1995).

A pratica da agricultura rudimentar e ndmade e a proliferacdo de projetos agropecudrios e

industriais podem levar a erradicacdo destas palmeiras (SANTOS et al., 2008). Além disso,



provocam a diminui¢do da produtividade ou a reducdo das reservas de babagu em locais de maior
densidade demografica (SANTOS et al., 2008).

A conservagdo e o uso sustentavel dos babaguais sdo importantes para a preservacdo deste
recurso florestal e também para a economia das regides endémicas do gé€nero. Para fins de
conservagdo ex situ das espécies de babagu e da significativa representatividade da variabilidade
genética que elas apresentam, ¢ necessario a criacdo de novos Bancos Ativos de Germoplasma
(BAGs) e a manutengdo dos ja existentes. A conservagdo do germoplasma permite acesso a genes
que podem ser utilizados como fonte de variabilidade em programas de melhoramento, assim como a
reintroducao de material in situ (BESPALHOK et al., 2014). Na Embrapa Meio-Norte (Teresina-PI)
encontra-se um BAG de aproximadamente 2,5 ha com germoplasma de babagu, distribuido em duas
areas. Uma delas foi implantada em 1985, atualmente conta com cerca de 140 plantas provenientes
das regidoes de Tocantins, Maranhdo, Teresina e Ceard. A outra area contém germoplasma plantado
em 1990 e tem cerca de 300 plantas provenientes da Bolivia, Tocantins, Maranhdo, Bahia e Minas
Gerais. A partir de 2002, a Embrapa Meio-Norte iniciou um programa de revitalizagdo deste BAG,
com o objetivo de cadastrar os acessos e caracterizar as plantas e frutos (SITTOLIN et al., 2008).

A identificagdo taxondmica do conjunto de espécies de babagu ¢ complexa, e ndo ha consenso
entre os diversos autores, por isso, esse conjunto de espécies ¢ denominado “complexo babagu”. O
desenvolvimento de hibridos naturais entre as espécies, o reduzido numero de coletas e a limitada
quantidade de estudos anatdmicos, morfolégicos e moleculares sobre o género dificultam a correta
identificacdo taxondmica dessas espécies (ANDERSON & BALICK, 1988; PINTAUD, 2008).

Considerando-se as divergéncias taxonomicas acerca do género Attalea e a importancia da
correta identificacdo das espécies para programas de melhoramento e conservacdo, propde-se a
caracterizacdo da anatomia foliar e o estudo com DNA barcode de sete espécies do complexo babacu
que ocorrem no Brasil. Esses estudos devem fornecer dados anatdmicos e moleculares

discriminatorios que possam subsidiar a taxonomia do género Attalea.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

Taxonomia do género Attalea

A taxonomia do género Attalea ¢ dificultada pela fenologia sazonal destas espécies. A mesma
palmeira, dependendo da estacdo, pode apresentar diferencas morfoldgicas importantes, como por
exemplo nas inflorescéncias. Além disso, o tamanho do material botanico dificulta a preparacdo e
manutengdo das exsicatas (MEDEIROS-COSTA, 1985; PINTAUD, 2008). Muitas espécies foram
descritas somente recentemente e sdo pouco conhecidas. Pintaud (2008) comparou a classificagdo de
trés trabalhos de taxonomia (HENDERSON et al., 1995; GLASSMAN, 1999; GOVAERTS &
DRANSFIELD, 2005), e verificou que o nimeros de espécies do género variou de 29 a 67 entre os

autores, enquanto que o nimero de espécies consenso foi somente de 20.

A principal espécie, Attalea speciosa, foi identificada por diferentes autores e classificada
com diferentes nomes. A evolucdo desta classificagdo estd explicitada na Tabela 1. Martius, o
primeiro a descrever a espécie, denominou-a Attalea speciosa em 1826 (GLASMAN, 1999). O
proprio Martius, em 1844, designou-a como Orbignya phalerata.

Drude, em 1881, denominou esta espécie como Orbignya lydiae. Barbosa Rodrigues, em
1891, considerou como Orbignya speciosa, e, em 1898, como Orbignya martiana. O mesmo
Barbosa Rodrigues, em 1903, percebeu que suas duas classificacdes tratavam-se da mesma espécie
(ANDERSON & BALICK, 1988; GLASMAN, 1999; PINTAUD, 2008; CAVALLARI et al., 2016).

Em 1932, Orbignya speciosa passou a ser considerada sinébnima de Orbignya martiana e de
Attalea speciosa, passando a ser denominada como Orbignya barbosiana. Posteriormente, em 1988,
Anderson e Balick estudaram a espécie e consideraram o nome Orbignya martiana como valido e
descartaram o nome Orbignya speciosa, mas comparando com a descri¢do e ilustracdes de Orbignya
phalerata de 1844, eles propuseram novamente o nome Orbignya phalerata (CAVALLARI et al.,
2016).

Dransfield e colaboradores (2005), considerando muitos trabalhos, apresentaram uma nova
classificacdo filogenética para Arecaceae, e consideraram Orbignya phalerata como sinonima de
Attalea speciosa. Esta publicacdo foi uma prévia da nova classificagdo de palmeiras publicada na

segunda edicdo de Genera Palmarum (DRANSFIELD et al., 2008; CAVALLARI et al., 2016).

Apesar das recentes publicagdes sobre o género, a taxonomia de Attalea ainda é confusa.

Assim como Attalea speciosa, outras espécies do género também apresentam dificuldade para a
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correta identificagdo e classificagdo. A correta identidade e de muitas espécies ainda precisam ser
averiguadas. Novos estudos, incluindo analises de DNA, podem ajudar a solucionar as dificuldades e
inconsisténcias de classificagdo taxondmica remanescentes. Esses trabalhos citados sdo de grande

importancia, pois procuram esclarecer a taxonomia do género Attalea (CAVALLARI et al., 2016).

Tabela 8. Classificagdo da espécie Attalea speciosa com os respectivos autores e datas
(CAVALLARI et al., 2016).

Autor Data Nome Referéncia

Martius 1826 Attalea speciosa GLASMAN, 1999

Martius 1844 Orbignya phalerata GLASMAN, 1999

Drude 1881 Orbignya lydiae GLASMAN, 1999

Barbosa Rodrigues 1891 Orbignya speciosa GLASMAN, 1999

Barbosa Rodrigues 1898 Orbignya martiana ANDERSON & BALICK, 1988;
GLASMAN, 1999 e PINTAUD,
2008

Barbosa Rodrigues 1903 Orbignya martiana = GLASMAN, 1999

Orbignya speciosa

1932 Orbignya speciosa = GLASMAN, 1999
Orbignya martiana = Attalea
speciosa

= Orbignya barbosiana

Anderson e Ballick 1988 Orbignya phalerata ANDERSON & BALICK, 1988
Govaerts & Dransfield 2005 Attalea speciosa GOVAERTS & DRANSFIELD,
2005

Aspectos botanicos do babacu

A familia Arecaceae apresenta cerca de 1.500 espécies distribuidas em mais de 200 géneros,
popularmente chamadas palmeiras (REITZ, 1974; HENDERSON et al., 1995; LORENZI et al.,
1996). Attalea ¢ um género da familia Arecaceae, composto por cerca de 29 espécies, ainda nao
totalmente delimitado. Est4d distribuido principalmente nas regides tropicais e subtropicais, com
poucas espécies nas zonas temperadas quentes (HENDERSON et al,1995). Varias espécies
apresentam hibridizag@o interespecifica, o que representa uma dificuldade para o entendimento do

grupo (PINTAUD et al., 2008).



Attalea speciosa (Mart. ex. Spreng.)

Attalea speciosa ¢ considerada o babacu no sentido restrito (Figura 1-A). Trata-se de uma das
espécies com maior importancia na subsisténcia de muitas comunidades tradicionais. Tem sido vista
como uma das espécies vegetais de maior potencial para a producdo do biodiesel (LIMA et
al., 2007). E uma palmeira com estipe solitario. A coroa foliar é constituida por 12 a 20 folhas que
apresentam pinas, inseridas em diferentes planos, com bractea peduncular. A raque da folha pode ser
curva no apice € as pinas apresentam nervuras transversais conspicuas. A inflorescéncia androgina
ramificada ou ndo ramificada apresenta flores estaminada. A inflorescéncia estaminada apresenta um
nimero maior de raquilas que a inflorescéncia androgina (MARTINS, 2013). Os frutos possuem de
10-12 cm de comprimento, casca dura, marrom, com polpa seca, farinhenta e de coloracdo creme na

maturidade. Contém de 1-8 sementes oleaginosas (Figural, B e C).

Figura 1. Attalea speciosa (Mart. ex. Spreng.). A. Palmeira na mata (Fonte: Marcelo Mattos
Cavallari, 2014). B. Infrutescéncia (Fonte: Marcelo Mattos Cavallari, 2014). C. Seccao de frutos
contendo de trés a seis sementes (Fonte: Marcia de Faria, 2014).

A 4rea estimada de ocorréncia ¢ de 200.000 km® (MAY et al, 1985). Distribui-se
amplamente no sul da regido Amazonica, estando além do Brasil presente na Bolivia, Guiana e
Suriname (BALICK & PINHEIRO, 2000). No Brasil esta presente nos estados do Maranhao, Piaui,
Tocantins, Ceard, Pard, Amazonas, Rondonia, Mato Grosso, Goias e Minas Gerais (ANDERSON et

al., 1991).



Attalea barreirensis (Glassman.)

A espécie A. barreirensis ndo apresenta estipe (Figura 2, A). Possui anteras retas, pinas
inseridas em grupo e em diferentes planos (MARTINS, 2013). A raque foliar apresenta revestimento
esbranquicado e adpresso. O nimero de pétalas das flores estaminadas varia de 3-4 (MARTINS,
2013). A espécie ¢ endémica do Brasil, ocorrendo no Cerrado, nos estados do Piaui, Bahia e Goiés
(LEITMAN et al., 2014). Apresenta fruto ovoide, castanho, 6-7 x 4-4,5 cm, contendo niimero
variavel de sementes (Figura 2, B e C) (MARTINS, 2013).

Figura 2. Attalea barreirensis (Glassman.). A. Palmeira sem estipe (MARTINS, 2013). B.
Infrutescéncia (MARTINS, 2013). C. Fruto seccionado contendo uma semente (MARTINS, 2013).

E uma espécie nativa do Brasil. De acordo com Lorenzi e colaboradores (2010) a espécie, até
o momento, foi encontrada apenas nas areas de cerrados ndo cultivados, estando presente no oeste da

Bahia, nordeste de Goias e sudoeste de Tocantins.



Attalea eichleri (Drude A. J. Hend.)

A. eichleri (Drude A. J. Hend.), além de ndo apresentar estipe (Figura 3, A), apresenta pinas
com nervuras secundarias evidentes na face adaxial e nervuras transversais as vezes conspicuas
(MARTINS, 2013). As raquilas e as flores estdo dispostas em apenas um lado da raque e das
raquilas, respectivamente. As flores estaminadas apresentam frequentemente duas pétalas; as pétalas
muitas vezes dobram-se para dentro, tornando o androceu exposto como uma janela na face lateral da
flor. As flores pistiladas podem ocorrer em diades, as vezes pediceladas e com o ovario recoberto por

denso tomento esbranquicado (MARTINS, 2013). Apresenta fruto ovoide, castanho claro amarelado,

5-8 x 3,5-5,5 cm (Figura 3, B e C); podendo conter de 2-7 sementes.

Figura 3. Attalea eichleri (Drude A. J. Hend.). A. Palmeira sem estipe (MARTINS, 2013). B.
Infrutescéncia (MARTINS, 2013). C. Frutos secos seccionados contendo quatro e cinco sementes
(MARTINS, 2013).

E uma espécies nativa da Bolivia e do Brasil. Ocorre nas regides leste e sudoeste do estado do

Maranhao e sul do municipio de Teresina no estado do Piaui (PINHEIRO, 1986).



Attalea funifera (Mart.)

A. funifera ¢ uma palmeira conhecida como pena de palma, que atinge de 12 a 5 m de altura,
com at¢ 12 m de comprimento (Figura 4, A). Sua fibra ¢ usada para fabricacdo de escovas e
vassouras duras (vassoura de piacava) (Figura 4 - D) (MARTINS, 2013). Apresenta periodo de
crescimento perene. Os frutos apresentam coloracdo esverdeada para dourado, de 10-15 cm de
didmetro e casca lisa e dura. A polpa dos frutos ¢ macia, esbranquicada e ligeiramente oleosa,

dotados de 1-3 sementes (Figura 4, B e C) (Site: Um pé de que, 2016; MARTINS, 2013). E

encontrada principalmente em florestas secas (BALICK et al., 1986). Ocorre ao longo da costa

Atlantica, da Bahia a Alagoas (LORENZI et al., 1996).

Figura 4. Attalea funifera (Mart.). A. Palmeira (SILVEIRA, 2013). B. Infrutescéncia (SILVEIRA,
2013). C. Fruto seco seccionado com espago de uma semente (MARTINS, 2013). D. Piagava
utilizada na fabricagdo de vassouras (GUIMARAES et al., 2012).

E uma espécies nativa do Brasil. Ocorre nas regides nordeste e sudoeste, ao longo da costa

Atlantica, da Bahia a Alagoas (LORENZI et al., 1996).



Attalea maripa (Aubl. Mart.)

A. maripa ¢ uma palmeira de porte mediano, estipe solitario anelado, medindo de 3 a 20
metros de altura, com tronco de 15 a 25 cm de diametro (Figura 5, A). Suas folhas sdo rigidas, eretas
e arranjadas em espiral no apice do estipe, de 5 a 8 m de comprimento, dispostas em cinco direcdes.
O peciolo das folhas ¢ alongado e possui as margens afiadas e cortantes (LORENZI et al ., 2000). O

tamanho médio do fruto ¢ de 5,23 cm de comprimento e 2,59 cm de didmetro; com forma geral

ovoide. Apresenta de 1-3 sementes por fruto com variagdes no formato e tamanho (Figura 5, B e C)

(ARAUJO et al., 2000).

Figura 5. Attalea maripa (Aubl. Mart.). A. Palmeira (Fonte: Afonso Rabelo, 2013). B. Infrutescéncia
MARTINS, 2013). C. Frutos secos inteiros ¢ seccionados, contendo sementes variando de 1 a 3

(Fonte: Afonso Rabelo, 2013).
A. maripa ocorre em Trinidad e Tobago, no norte da Bolivia, Coldmbia, Venezuela, Guiana,
Suriname, Guiana Francesa, Equador, Peru e Brasil. E encontrada em florestas de varzea, em solos

que normalmente nao estdo inundados (HENDERSON et al., 1995 e LORENZI ef al., 1996).



Attalea phalerata (Mart. ex Spreng.)

A. phalerata possui o estipe totalmente coberto pelas bainhas foliares (Figura 6, A). A raque da
folha pode ser curva no dpice e as pinas apresentam nervuras transversais conspicuas. A
inflorescéncia estaminada apresenta um niimero maior de raquilas que a inflorescéncia androgina.
Estas flores se apresentam em dois tamanhos distintos, as maiores solitarias e as menores
enfileiradas, em maior numero (CORREA et al., 2012). As flores estaminadas frequentemente
possuem duas pétalas, que se enrolam no apice e formam uma abertura lateral; sépalas e pétalas
podem apresentar tomento na face externa (MARTINS, 2013). O fruto, presente ao longo de todo

ano, apresenta forma elipsoide-oblonga, possuem entre 1 e 4 sementes (Figura 6, B e C).

Figura 6. Attalea phalerata (Mart. ex Spreng.). A. Palmeira (Fonte: Marcelo Mattos Cavallari,
2014). B. Infrutescéncia (MARTINS, 2013). C. Fruto seco seccionado, contendo 3 sementes
(MARTINS, 2013).

E nativa do Brasil, Bolivia, Paraguai, Colombia e Peru, onde cresce no sul e oeste da

Amazoénia. E a palmeira mais comum no Pantanal (CHOO et al., 2010; CORREA et al., 2012).
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Attalea vitrivir (Burret.)

A. vitrivir apresenta o estipe solitario, colunar, com aparéncia de taca (Figura 7, A). Apresenta
cerca de 10 a 20 m de altura e estipe com 30 a 50 cm de diametro. Os frutos medem de 10 a 14 cm de
comprimento; com mesocarpo branco, farindceo e seco; endocarpo lenhoso, com feixes de fibras
mais ou menos conspicuos e possuem entre 4 ¢ 8 sementes, com endosperma branco e muito oleoso

(LORENZI, 2010) (Figura 7, B, C e D).

Figura 7. Attalea vitrivir (Burret). A. Palmeira (NEVES, 2013). B. Infrutescéncia (MARTINS,

2013). C. Fruto seco inteiro (NEVES, 2013). D. Fruto seccionado com 7 sementes (NEVES, 2013).
E encontrada nos estados de Minas Gerais e Bahia, e ¢ nativa da regido norte de Minas Gerais

e sudoeste da Bahia. H4 expressiva ocorréncia de populagdes de A. vitrivir em regides com grande

sazonalidade hidrica, no dominio dos Cerrados (LORENZI, 1996).

Hibrido — Attalea x teixeirana (Bondar.)

A. x teixeirana (Bondar.) representa hibridos entre as espécies 4. speciosa e A. eichleri. As
caracteristicas destes hibridos dependem de quanto eles se parecem com as espécies parentais, €
podem ser classificadas como: “pindova”, “speciosa baixa”, “perind” e “eichleri grande”. Na Figura
8 observa-se um exemplar de cada um dos tipos de hibridos. Na Tabela 2 estdo apresentadas as

principais caracteristicas de cada tipo de hibrido.
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Tabela 9. Tipos de hibridos de A4. x feixeirana (Bondar.) com suas respectivas caracteristicas .

Hibridos Caracteristicas

Plantas sem estipe, com muitas folhas grandes tipicas de A. speciosa, eretas, como
“pindova” em pindovas dessa espécie, € que se passariam por capoterias ou pindovas
grandes, se ndo fosse a presenca de grandes cachos de cocos, denunciando sua
maturidade.
“speciosa  Palmeira muito baixa, com aparéncia de A. speciosa, com bainhas persistentes
baixa” desde a base.
Sdo palmeiras altas, de mais de 6 metros. Distinguem-se pelas bainhas
“perind”  persistentes, cachos em alturas relativamente baixas, e curvados na ponta, com
folhas menores, e bainhas menores do que em A. speciosa.
“eichleri ~ Nesse padrio, observa-se uma planta com caracteristicas de A. eichleri, porém

grande” com grandes dimensdes de folhas e partes férteis.

:.;'9' Wa s

“, ap i\‘

Figura 8 . Attalea x teixeirana (Bondar.). A. “pindova” (Fonte: Marcelo Mattos Cavallari, 2014). B.
“speciosa baixa” (Fonte: Marcelo Mattos Cavallari, 2014). C. “perind” (Fonte: Marcelo Mattos
Cavallari, 2014). D. “eichleri grande” (Fonte: Marcelo Mattos Cavallari, 2014).
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Coco do babacu

O coco do babagu produz améndoas oleaginosas e comestiveis das quais se extrai um o6leo,
empregado, sobretudo, na alimentagdo, producdo de medicamentos e cosméticos e ¢ objeto de
pesquisas avancadas para a fabricagdo de biocombustiveis (ARAUJO, 2008). Além disso, estas
palmeiras e seus frutos sdo utilizados na constru¢do de casas, artesanato e paisagismo (LORENZI,
2000; SANTOS et al., 2008).

As améndoas sdo extraidas manualmente em um sistema caseiro tradicional e de subsisténcia
e constituem o principal produto de extrativismo de valor mercantil e industrial da espécie
(FIGUEIREDO, 2005). Apenas no estado do Maranhdo a extracao das améndoas envolve o trabalho
de mais de 300 mil familias (FIGUEIREDO, 2005).

Anatomia vegetal

Caracteristicas da morfologia foliar podem ser resultado de fatores ambientais, assim como
diferengas tipicas de cada espécie. Relagdes ecologicas, taxondmicas e filogenéticas podem ser
elucidadas através da anatomia vegetal (STACE, 1965). Diferencas na anatomia foliar tém se
mostrado uteis na defini¢do de grupos, especialmente subfamilias, onde varios caracteres sdao
constantes e diagnosticos (ELLIS et al., 1987; DE OLIVEIRA et al., 2008). Estudos anatomicos
auxiliam na classificagdo das palmeiras ao demosntrar variacdo nas estruturas internas e externas,
determinando caracteristicas diagnosticas eficazes das espécies (UHL & DRANSFIELD, 1987).

Adaptagoes ou modificacdes anatomicas foliares podem ser decorrentes de niveis variados de
luz e estdo relacionadas a processos vitais, como fotossintese e transpiragdo. Além dos fatores
ligados a estrutura anatdmica interna das folhas, também ¢ importante o estudo das caracteristicas
morfoldgicas da superficie foliar, na medida em que elas influenciam varidveis como a quantidade de
luz absorvida ou refletida pela folha, a transpiracdo estomatica e cuticular, além de estarem
envolvidas nos mecanismos de defesa contra parasitas e patdgenos (MARTIN & JUNIPER, 1970).

Santos e colaboradores (2011) compararam a anatomia foliar de A. barreirensis e A.
geraensis. Ambas as espécies se encontram no cerrado brasileiro, e sua separacdo anteriormente era
feita somente através de caracteres morfologicos observados em flores estaminadas. Foram
observadas diferencas no corte paradérmico: A. barreirensis apresentou-se anfiestomatica e A.
geraensis hipoestomatica. Em sec¢do transversal, 4. barreirensis apresentou hipoderme descontinua
pela presenga de esclerénquima na forma de feixes de fibras em ambas as faces epidérmicas, feixes
vasculares distribuidos na por¢do mediana do mesofilo e parénquima aquifero na nervura mediana

formado por células globosas, enquanto 4. geraensis apresentou hipoderme continua presente apenas
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na epiderme adaxial, feixes vasculares voltados mais a face abaxial e parénquima aquifero na nervura
mediana formado por células alongadas.
Alvarado e Jauregui (2011) estudaram a anatomia da raque e lamina foliar de 4. maripa e
A. butyracea, ambas coletadas no mesmo ambiente, “bosque humedo de Rio Claro”, estado de Lara,
Venezuela. Essas espécies apresentam muitas semelhangas estruturais em seu estagio inicial de
desenvolvimento, o que gera dificuldade de reconhecimento no campo. Os autores tinham como
objetivos comparar caracteres anatdmicos foliares que permitissem a determinacdo das espécies
nestas fases iniciais € a obtengdo de informagdes que elucidassem perguntas taxondmicos
relacionados com o grupo. As duas espécies apresentaram varias caracteristicas comuns, mas
distinguem-se pela largura das regides costais e intercostais na epiderme abaxial, no numero de
camadas da hipoderme, na presenca de rafides, no nimero de vasos no metaxilema, entre outras
caracteristicas.
Lopes e colaboradores (2013) estudaram a anatomia foliar de A. microcarpa, relatando
acimulo de esclerénquima, o que caracteriza a planta como escleromorfica, cuticula espessa e

incremento de fibras.

O conhecimento das caracteristicas morfologicas e anatomicas das folhas de palmeiras ¢
importante para o entendimento das suas estruturas, para avaliar interacdes ou mudangas evolutivas,
além de fornecer subsidios para classificagdo deste grupo de plantas (TOMLINSON, 1990). A
identificacdo correta das espécies ¢ necessaria para conservacdo da variabilidade das espécies e
obtencdo de informagdes sobre as caracteristicas de interesse de cada espécie a ser utilizada em
melhoramento. O estudo anatdmico das espécies de Attalea propostas neste trabalho visa obter
informagdes que contribuam na classificacdo taxondmica das espécies deste género, auxiliando

diretamente os programas de conservacao e os programas de melhoramento.

Desenvolvimento e aplicacio de DNA barcode

O sistema de identificagdo molecular por DNA barcode foi proposto por Hebert e
colaboradores (2003) e consiste na utilizagdo de uma pequena sequéncia de DNA para a
discriminacdo de todas as espécies vivas do planeta como um sistema “bioidentificador” universal
(CARVALHO, 2008), equivalente ao “codigo-de-barras”.

A técnica de DNA barcode auxilia na identificacdo rapida e eficiente das espécies (HEBERT
et al., 2003). O principal pressuposto para a efetividade do DNA barcode ¢ que as divergéncias

intraespecificas sempre sejam menores que as interespecificas. A monofilia reciproca das espécies
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seria o principal determinante para a existéncia deste pressuposto (ORTIZ, 2010). O principal
objetivo do DNA barcode ¢ estabelecer um recurso que identifique e monitore a biodiversidade,
podendo auxiliar na taxonomia.

Em 2004 foi criado o CBOL: Consortium for the Barcode of Life. O loco da Citocromo
Oxidase 1 — COI se mostrou bastante eficiente para animais. Em 2007, Kress e Erickson
recomendaram as regides rbcL e trnH-psbA como regides universais de DNA barcode em plantas
terrestres. Em 2009, o Plant Working Group - CBOL procurou oferecer um padrao comparando o
desempenho de sete regides de DNA plastidial, sugerindo que duas areas sdo recomendadas para
plantas: rbcL e matK (CBOL PLANT WORKING GROUP, 2009).

Lahaye e colaboradores (2008) realizaram estudos com amostras de dois hotspots de intensa
biodiversidade localizados na Mesoamérica e Africa do Sul, usando cerca de 1600 amostras, e
compararam oito regides de barcode. Como resultado, identificaram uma porc¢ao do gene plastidial
matK como um barcode universal para plantas com flores.

Hollingsworth e colaboradores (2011) revisaram o processo de selecdo para escolha de
barcode em alguns géneros. Constataram que o sucesso discriminatdrio das regides barcode em
plantas ¢ claramente menor que em animais, mas a despeito das dificuldades, regides barcode
provaram-se extremamente Uteis para numerosas aplicagdes como ecologia forense, identificacao de
materiais comercializados, identificagdes taxondmicas e descobertas de espécies em alguns grupos.

O grupo China Plant Barcode of Life, em 2011, forneceu um conjunto de dados robusto ao
abordar esta questdo. O Instituto de Botanica de Kunming (China) analisou uma matriz de sequéncias
com 6.286 amostras de 1.757 espécies e 75 familias de plantas com sementes na China. Utilizaram os
barcodes plastidiais rbcl, matK e psbA-trnH, e os espacadores internos transcritos do DNA
ribossdmico nuclear (nfDNA ITS). Com este conjunto de dados avaliaram a universalidade dos
marcadores, a qualidade das sequéncias e o poder discriminatorio entre as espécies. A maior
descoberta a partir deste estudo refere-se ao marcador ITS, que apesar de ter primers que
amplificaram consistentemente em menos individuos do que os marcadores plastidiais, apresentou
um maior poder discriminatério. O marcador ITS também apresenta algumas dificuldades em seu
uso, como propensdo a amplificar contaminagdes fungicas, copias de genes paralelas e baixa
qualidade de sequenciamento. O grupo China Plant BOL concluiu que os beneficios do uso de
nrDNA ITS sdo maiores que suas desvantagens, e que esta abordagem ird melhorar a capacidade de
distingdo entre espécies de plantas (HOLLINGSWORTH et al., 2011; CHINA PLANT BOL
GROUP, 2011). O uso do marcador ITS para identificagdes em nivel de espécie fornece uma base
de dados adequada para comparagdes. Mesmo com suas limitagdes reconhecidas, ¢ um excelente

candidato como um loco eficaz para DNA barcoding em plantas. No entanto, o reconhecimento de
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que ITS tem certas limitagcdes funcionais para o DNA barcode de plantas ¢ um argumento
convincente de que € necessaria a busca adicional de locos (KRESS et al., 2005). Com esses estudos,
fica claro que para grupo de plantas, ao nivel de familias ou géneros, o marcador ideal ou o conjunto
deles ainda deve ser identificado.

Em animais, o gene mitocondrial COI estd bem estabelecido como DNA barcode, porém em
plantas uma padronizacdo ainda ndo foi determinada (HEBERT et al., 2003; FORD et al., 2009;
KRESS et al., 2009). A associagdo dos primers de barcode com primers comumente utilizados para
trabalhos de filogenia podem produzir avaliagdes mais robustas (KRESS & ERICKSON 2007;
CBOL - PLANT WORKING GROUP, 2009). O primer PRK (phosphoribulokinase - enzima do
ciclo de Calvin) (LEWIS & DOYLE, 2002; THOMAS, 2006) e¢ o primer RPB2 (polimerase II
subunidade B) (RONCAL et al., 2005; THOMAS, 2006) foram utilizados para analises filogenéticas
com Arecaceae. Ambas as regides produzem um numero substancial de caracteres informativos,
gerando arvores com amplo suporte estatisticos. Eiserhardt e colaboradores (2011) apresentaram uma
filogenia de 41 espécies de Bactridinae com 3 marcadores moleculares (PRK, RPB2, ITS) e
encontraram boa resolucdo na separacdo de cinco géneros. Norup e colaboradores (2006)
examinaram dois géneros da familia Arecaceae, Heterospathe e Rhopaloblaste, usando estes dois
genes nucleares. Os autores ratificaram a distingdo entre estes dois géneros. Os resultados
apresentaram implicagdes ndo s6 para os dois géneros em foco, mas também tém sido uteis para a
nova classificacdo da familia.

Para que um loco de DNA seja considerado como barcode, ¢ necessario que apresente
diferencas significativas entre cada espécie estudada. A variabilidade entre espécies deve ser maior
que dentro da espécie (HEBERT et al., 2003). O cendrio ideal para a taxonomia molecular ¢ a
identificacdo de uma tUnica regido universal, capaz de diferenciar todas ou grande parte das espécies
de um reino, a exemplo da COI para animais. Entretanto, em virtude da complexidade das familias e
géneros de plantas, essa regido universal ainda ndo foi identificada para este grupo. Diante do
exposto, propde-se neste trabalho identificar um loco ou um conjunto de locos capaz de discriminar
cada espécie em andlise. Este loco ou conjunto de locos deve ser capaz de diferenciar as espécies do
género Attalea, em virtude do alto polimorfismo entre elas, ¢ ao mesmo tempo apresentar menor ou

nenhuma variabilidade intraespecifica.
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Métodos de analises

UPGMA

O método UPGMA ¢ baseado em distancias genéticas (ou similaridades). Este método define
a distincia entre grupamentos como a distincia média entre os pares. E baseado no conceito de que
mutagdes espontaneas se acumulam a uma velocidade constante ao longo do tempo evolutivo em um
determinado gene. No método UPGMA, o par de sequéncias (ou grupo de sequéncias) a ser agrupado
primeiro ¢ aquele que apresenta a menor distancia entre todos os pares (ou grupos) de sequéncias. O
ponto de ramifica¢do ¢ definido como a média da distidncia entre o par de sequéncias (ou grupo de

sequéncias) (SNEATH & SOKAL, 1973).

Modelo de Kimura 2-parametros (Kimura-2P)

Transi¢des e transversdes sdo termos usados para se referir a substitui¢des unicas envolvendo
nucleotideos de tipos quimicos iguais ou diferentes, com as transi¢des referindo-se as substitui¢des
de uma purina por outra purina ou de uma pirimidina por outra pirimidina e as transversoes
constituindo-se nas substituicdes envolvendo pirimidinas por purinas ou vice-versa (Tabela 3). O
método de distancia de Kimura 2P ¢é empregado para avaliar a distdncia genética entre as sequéncias,

assumindo que a taxa de transi¢des ¢ diferente da taxa de transversdes (KIMURA, 1980).

Tabela 10. Tabela de substitui¢des nucleotidicas.

Transicoes Transversoes

Substituicoes AeG; ToC AoT; AoC; GoT, GoC

As distancias de K2P podem ser utilizadas para calcular as distincias intraespecificas e

interespecificas de um determinado grupo amostral.

Inferéncia Bayesiana (IB)

A 1B realiza buscas independentes, que ocasionalmente trocam informagdes. O teorema de
Bayes permite calcular a probabilidade de um modelo (topologia da arvore e modelo evolutivo) a

partir dos resultados que produz, a que se chama probabilidade posterior. Esta andlise utiliza
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simulagdes de cadeias de Markov, nas quais todos os pardmetros do modelo sdo tratados como
variaveis aleatorias, gerando vdarias arvores com aproximadamente a mesma probabilidade. As
arvores de menor probabilidade sdo eliminadas e a arvore final ¢ um consenso das arvores de maior
probabilidade de serem explicadas pelas sequéncias (RONQUIST & HUELSENBECK, 2003;
LARGET et al., 2005).

Maximo Verossimilhanca (MV)

Na andlise de MV, a arvore gerada ¢ a que maximiza a probabilidade de se chegar a matriz
construida com o alinhamento das sequéncias. O método calcula as probabilidades de acordo com
um modelo previamente estabelecido, no qual a expressdo matematica, mas ndo os valores dos
parametros, sdo conhecidos a priori, otimizando todos os pardmetros desse modelo até que se
obtenha o méximo de probabilidade global. Este modelo ¢ obtido através de programas que analisam
a frequéncia das bases. Os sitios evoluem independentemente — Todos os sitios seguem o mesmo
processo de substitui¢do — As probabilidades de substitui¢do ndo mudam com o tempo (elas podem

variar entre os ramos) (FELSENSTEIN, 1981).

Maxima Parciménia (MP)

Na analise de MP, a hipotese apresentada baseia-se na arvore que requer o menor numero de
passos para ser gerada. Supde que o caminho evolutivo mais provavel ¢ o mais simples, que se
explica com o menor nimero de mudangas (substitui¢des). A premissa basica € que os caracteres em
comum (sinapomorfias) sdo herdados de ancestrais comuns. Os caracteres invariaveis em todos os
taxons sdo ignorados pelo método. Os que apresentam variagdo em apenas um taxon, apesar de
serem diferentes, ndo sdo considerados informativos, sendo ignorados pelo método (ALBERT,

2005).

Método bootstrap

Um dos métodos utilizados para estimar a confianga de uma arvore ¢ o boostrap. Consiste em
um teste estatistico para medir o grau de suporte dos nos nas arvores filogenéticas pelo alinhamento
das sequéncias. O valor de bootstrap representa o numero de vezes, em porcentagem, que O
agrupamento ocorreu nas replicagdes do método em questdo. Um valor de bootstrap para cada nd

pode ser chamado de nivel de confianga da ocorréncia para um determinado clado (agrupamento).
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Este método ndo avalia a exatiddao de uma arvore, somente indica a consisténcia e estabilidade de

clados individualmente (FELSENSTEIN, 1985).

HIPOTESES

* Dados morfo-anatdmicos foliares podem ser utilizados na diferenciagdo das sete espécies de
babagu estudadas;

* Existem barcodes de DNA capazes de discriminar as sete espécies de babacu estudadas.

JUSTIFICATIVA

O babagu compreende um complexo de espécies nativas do Brasil de interesse econdmico.
Esté entre os cinco produtos extrativistas que se destacam como produto florestal ndo madeireiro no
Brasil (IBGE 2010). Consiste em uma das melhores fontes alternativas de energia renovavel. As
améndoas extraidas de seus frutos sdo os principais produtos, com valor mercantil e industrial.

Para o desenvolvimento de programas de melhoramento, programas de conservagao eficientes
(in situ e ex situ) e para um manejo sustentavel € necessario conhecer as espécies, suas caracteristicas
ecoldgicas e a estrutura genética populacional. A classificagdo das espécies do complexo babagu ¢
controversa e precisa ser esclarecida. Ferramentas como estudos morfoldgicos associados a estudos
genéticos podem ser utilizadas para auxiliar nesse esclarecimento.

Os marcadores morfoldgicos sdo classicamente utilizados para a caracterizagdo e distingdo
entre as espécies. Estudos anatomicos foliares podem promover uma classificagdo elucidativa das
espécies. Considerando a restrita literatura sobre a anatomia de Atfalea, a caracterizagdo estrutural
das folhas das espécies estudadas auxiliard no conhecimento anatomico e na indentificacdo das

espécies deste género.

Estudos de DNA barcode podem auxiliar na classificagdo correta das espécies. O DNA
barcode fornece um método rapido, preciso e automatico para identificacdo das espécies utilizando
regides do DNA padronizadas (HEBERT et al., 2003). A identificacdo de regides barcode auxiliara
na correta identificacdo das espécies estudadas do género Attalea.

Neste estudo serdo utilizados marcadores moleculares do tipo barcode e serdo efetuados
estudos morfo-anatdmicos foliares de sete espécies de babagu: A. barreirensis, A. eichleri, A.

funifera, A. maripa, A. phalerata, A. speciosa e A. vitrivir.
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OBJETIVO GERAL

Desenvolver e disponibilizar técnicas moleculares e anatdomicas que auxiliem na identificagdo
de sete espécies de babacu e na caracterizagdo da diversidade genética, de forma a subsidiar a
taxonomia do género, a conservacao da diversidade genética in situ e ex situ e programas de

melhoramento.

Objetivos Especificos

* Analisar e descrever caracteres anatomicos das folhas de sete espécies de babagu, procurando
descrever caracteristicas capazes de separar taxons e de identificar caracteristicas estruturais
relacionadas ao ambiente em que vivem.

¢ Identificar marcadores moleculares barcode eficientes na discriminagdo das sete espécies
estudadas.

* Disponibilizar essas metodologias para estudos anatdomicos e moleculares que contribuam

para ampliar o conhecimento das espécies desse género.
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CAPITULO 1

ANATOMIA FOLIAR VEGETAL NO AUXILIO A TAXONOMIA DO

COMPLEXO BABACU (Attalea spp.)
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RESUMO

O estudo anatdmico das espécies de Attalea propostas neste trabalho visa obter informagbes que
ajudem na classificagdo taxondmica das espécies, o que contribui diretamente para os programas de
conservagdo e programas de melhoramento. Folhas de sete espécies de babagu foram analisadas: A.
speciosa, A. barreirensis, A. eichleri, A. funifera, A. maripa, A. phalerata e A. vitrivir. As espécies estudadas
apresentaram epiderme unisseriada. Tanto na face adaxial quanto na face abaxial, as células epidérmicas
apresentam forma retangular e trapezoide, a espécie A. speciosa apresentou ondulagdes nas paredes das
células epidérmicas. Em todas as espécies ambas as faces sdo revestidas por uma cuticula, sendo que a
cuticula da face adaxial € mais espessa que a da face abaxial. Cicatrizes de tricomas tectores glandulares
sdo encontrados tanto na face adaxial quanto na face abaxial de todas as espécies. Foi observado um
complexo estomatico tetracitico em todas as espécies de Attalea estudadas, sendo classificadas como folhas
hipoestomaticas com excecdo de A. barreirensis, que é anfiestomatica. Os estdmatos sdo organizados em
fileiras longitudinais paralelas ou perpendiculares as nervuras. As células subsidiarias polares das espécies
A. speciosa, A, barreirensis, A. eichleri, A. phalerata e A. vitrivir apresentaram formato reniforme. As das
espécies A. funifera e A. maripa apresentaram formato trapezoide. Todas apresentaram mesofilos
dorsiventrais, com 1-3 camadas de parénquima paligadico e cerca de quatro a oito camadas de parénquima
esponjoso. As células do tecido esponjoso sdo isodiamétricas, ocorrendo esporadicamente células de
aspecto retangular. Foram observados corpos silicosos no mesofilo de A. maripa. A nervura central possui um
tecido de expansao, multiestratificado, com trés a quatro camadas denominados células buliformes. O
sistema vascular é formado, exclusivamente, de xilema e floema primarios e periciclo. O periciclo, em geral,
apresenta-se como fibras. O feixe vascular é rodeado por uma grossa camada de fibras extraxilematicas. Os
feixes colaterais primarios encontravam-se travados em pelo menos uma das faces, constatagdo observada
em todas as espécies deste estudo. O numero de feixes colaterais entre os feixes secundarios variou
inclusive dentro da mesma espécie. As nervuras possuem floema indiviso voltado a face abaxial e xilema a
adaxial. Para todas as espécies, a hipoderme em geral apresentou-se bem desenvolvida e mais espessa que
a epiderme, tanto na face adaxial quanto na abaxial. A. eichleri e A. funifera apresentaram feixes de fibras
situados somente na hipoderme adaxial, enquanto que em A. speciosa, A. barreirensis, A. phalerata, A.
maripa e A. vitrivir os feixes foram encontrados tanto na hipoderme adaxial quanto na hipoderme abaxial. Em
todas as sete espécies as fibras estavam situadas internamente a hipoderme. As espécies A. barreirensis, A.
funifera e A vitrivir apresentaram formato trapezoide com extremidade arredondadas. As espécies A.
speciosa e A. eichleri apresentaram formato trapezoide com extremidade agudas. Ja as espécies A.
phalerata e A. maripa apresentaram formato triangular. A margem foliar variou muito entre as espécies. O
formato dos segmentos foliares onde se encontram as nervuras centrais pode ser considerado uma das
caracteristicas mais distintivas entre as espécies estudadas. A anatomia foliar das sete espécies estudadas
do género Attalea foi muito informativa. Os dados gerados podem auxiliar na identificagdo das espécies,

assim como na classificagao taxondmica das mesmas.

Palavras-chave: Attalea, Babacu, Anatomia foliar
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ABSTRACT

The anatomical study in this paper was designed to obtain information to assist in the taxonomic
classification of Attalea species, which may directly contribute to conservation and breeding programs. Leaves
from seven species of babassu were analyzed: A. speciosa, A. barreirensis, A. eichleri, A. funifera, A. maripa,
A. phalerata and A. vitrivir. The species presented a uniseriate epidermis. Both the adaxial and abaxial
epidermal cells are rectangular or trapezoidal and A. speciosa presented dimples on the walls of the
epidermal cells. Both leaf surfaces of all the species are covered by a cuticle, where the adaxial cuticle is
thicker than the abaxial. Glandular trichomes scars are are found on both the adaxial epidermis and the
abaxial epidermis of all species. The stomatal complex is composed of four cells in all Attalea species studied
and are classified as hypostomatic, except for A. barreirensis, which is amphistomatic. The stomata are
arranged in longitudinal rows, parallel or perpendicular to the ribs. Polar subsidiary cells of A. speciosa, A,
barreirensis, A. eichleri, A. phalerata and A. vitrivir are reniform, but in A. funifera and A. maripa, they are
trapezoidal. All species presented dorsiventral mesophyll, with one to three palisade layers and about four to
eight layers of spongy parenchyma. The spongy tissue cells are isodiametrical, with soome sporadically
occurring rectangular cells. Siliceous bodies were observed in the mesophyll of A. maripa. The center rib has
a multi-stratified tissue expansion, with three to four layers of bulliform cells. The vascular system is made up
exclusively of primary xylem and phloem and pericycle, the latter generally presenting as fibers. The vascular
bundle is surrounded by a thick layer of extraxylematic fibers. The first secondary vascular bundles found
themselves locked in at least one of the faces, finding seen in all species in this study. The number of side
beams between the primary beams varied even within the same species. The ribs have an undivided phloem
facing the abaxial side with the xylem facing towards the adaxial surface. For all species, the hypodermis in
general is well developed and thicker than the epidermis, both adaxially and abaxially. A. funifera and A.
eichleri possess fiber bundles located only on the adaxial hypodermis, while in A. speciosa, A. barreirensis, A.
phalerata, A. vitrivir and A. maripa, fiber bundles were found in both the adaxial, and abaxial hypodermis. In all
seven species, the fibers are located inside the hypodermis. The hypodermal cells of A. barreirensis, A.
funifera and A. vitrivir are trapezoidal with a rounded edge, whereas in A. speciosa and A. eichleri, they are
trapezoidal shape with a sharp edge. In A. phalerata and A. maripa the hypodermal cells are triangular shape.
The leaf margins varied widely between species. The shape of the leaf segments where they meet the central
ribs can be considered one of the most distinctive characteristics of the species studied. The leaf anatomy of
the seven Attalea species studied was highly informative. The data generated can assist greatly in identifying
these species and provide useful taxonomic characters. However, more leaf anatomical studies are required,
associated with genetic and morphological studies to estimate, with greater reliability, the relationships

between the species of this genus.

Key words : Atftalea, babassu, leaf anatomy
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INTRODUCAO

A familia Arecaceae possui cerca de 2.522 espécies, distribuidas entre 240 géneros, sendo 37
géneros encontrados no Brasil (DRANSFIELD et al. 2008). Entre estes géneros, encontra-se o
género Attalea, composto por cerca de 29 espécies, ainda ndo totalmente delimitado. Apresenta
distribuicao que se estende do México a Bolivia, Paraguai, Brasil e Caribe (PINTAUD, 2008). Esta
presente em muitos tipos de ecossistemas neotropicais, desde dunas de areias até bosques sub-

andinos (PINTAUD, 2008; BAKER & DRANSFIELD, 2016).

No Brasil, ¢ encontrado nas regides Norte, Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste, abrangendo
desde o Sul da Bacia Amazdnica até a vegetacao tipica dos cerrados. Os estados do Maranhdo, Piaui
e Tocantins concentram as maiores extensdes de matas onde predominam os babaguais (LORENZI et
al., 1996; COELHO et al., 2002; ARAUJO, 2008; MATOS et al., 2010). A delimitagdo taxondmica
do complexo babacu ¢ discutida por diversos autores. O desenvolvimento de hibridos naturais, o
baixo nimero de coletas e a escassa quantidade de estudos que engloba todos os membros do
complexo babagu dificultam a distingdo dessas espécies (ANDERSON & BALICK, 1988;
PINTAUD, 2008).

A importancia econdmica do babagu, um dos principais produtos extrativistas do Brasil, ¢
demonstrada pelos dados do IBGE, registrando cerca de 100 mil toneladas de améndoas sao
comercializadas no Brasil anualmente (LIMA et al., 2006; IBGE, 2013; DE MESQUITA, 2015). As
améndoas de babagu fornecem o6leo tanto para uso doméstico, como para a utilizagdo industrial em
produtos de higiene e perfumaria (LORENZI et al., 1996; LORENZI, 2000; CARAZZA et al., 2001;
BRANDAO et al., 2002). O babagu também & utilizado na fabricagdo de artesanatos, na construcio
civil e no paisagismo, podendo fornecer até 64 produtos diferentes (LORENZI, 2000; SANTOS et
al., 2008).

Anatomia foliar tem revelado ser de grande importdncia taxondmica, especialmente na
delimitagdo de géneros de Arecaceae (ELLIS et al., 1987; DE OLIVEIRA et al., 2008; MOURA et
al., 2015; PINEDO et al., 2016). Estudos anatomicos sdo significativos para a classificagdo de
palmeiras, visto que estas fornecem caracteristicas novas caracteristicas que permitem avaliar as suas
inter-relagdes e mudancas evolutivas (MARTENS & UHL, 1980; UHL & DRANSFIELD, 1987,
HORN et al., 2009)
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O presente trabalho analisou caracteres anatdmicos foliares de sete espécies de babacu: A.
speciosa, A. barreirensis, A. eichleri, A. funifera, A. maripa, A. phalerata e A. vitrivir, com o objetivo

de verificar o seu valor taxonomico e estimar a distancia genética entre as espécies estudadas.

MATERIAL E METODOS

As amostras foliares de A. barreirensis, A. eichleri, A. funifera, A. maripa, A.
phalerata e A. speciosa, foram fornecidas pela Embrapa Cocais, Sdo Luis — MA. Folhas de A4. vitrivir
foram fornecidas pela Universidade UniMontes, coletadas na regido de Montes Claros, MG.

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Anatomia Vegetal da Universidade de Brasilia.
Foram analisados quatro individuos de cada espécie amostrada em campo. Os espécimens
examinados estdo listados na Tabela 4. O estudo da anatomia foliar foi desenvolvido no Laboratorio
de Anatomia Vegetal da UnB (Universidade de Brasilia). Foram analisados quatro individuos de cada
espécie amostrada em campo.

Tabela 11. Tabela de amostras utilizadas nas analises de anatomia foliar.

Espécies Amostras Localidade

A. speciosa A. speciosa — S3 Nazaré, TO. Amostras fornecidas pela Embrapa Cocais,
A. speciosa — S4 S&o Luis — MA.
A. speciosa — S6
A. speciosa — S7

A. barreirensis A. barreirensis — B13 Sao Raimundo das Mangabeiras, MA. Amostras
A. barreirensis — B15 fornecidas pela Embrapa Cocais, S&o Luis — MA.
A. barreirensis — B16
A. barreirensis — B17

A. eichleri A. eichleri— E14 Carolina, MA. Amostras fornecidas pela Embrapa
A. eichleri— E16 . ~ .
A eichlefi — E17 Cocais, Sao Luis — MA.
A. eichleri— E19

A. funifera A. funifera— F2 Colegéo particular do Carlos Alex, BA. Amostras
A. funifera — F3 fornecidas pela Embrapa Cocais, Sdo Luis — MA.
A. funifera — F4
A. funifera — F6

A. maripa A. maripa —1 Colegéo particular do Carlos Alex, BA. Amostras
A. maripa — 4 fornecidas pela Embrapa Cocais, Sdo Luis — MA.
A. maripa -5
A. maripa — 6

A. phalerata A. phalerata — 2 Carolina, MA. Amostras fornecidas pela Embrapa
A. phalerata — 3 . ~ .
A. phalerata — 4 Cocais, Sao Luis — MA.
A. phalerata — 7

A. vitrivir A. vitrivir —1M1 Bonito de Minas e Montalvania — MG — Fornecido pela
A. vitrivir —2M1 . .
A vitrivir —3M3 Universidade Estadual de Montes Claros.
A. vitrivir—2BM
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Inicialmente, todas as amostras foram incubadas em estufa a 37 °C, numa solugdo de KOH
5% por cinco dias para amolecer as folhas e tornar os cortes possiveis.

Utilizou-se sec¢des do terco apical das pinas. Os cortes transversais foram feitos a mao livre e
clarificados com hipoclorito de sédio (NaClO) 100% [13% de cloro ativo] por aproximadamente 20
minutos. Em seguida, foram realizadas trés lavagens com 4gua destilada por 2-3 minutos. Os cortes
foram corados com azul de alcian/safranina (4:1) por 20 segundos, ¢ novamente lavados com agua
destilada para retirar o excesso de corante. Posteriormente, foram desidratados com a seguinte série
alcodlica: alcool 50% por um minuto, dlcool comercial por um minuto, seguido de alcool comercial
por trés minutos e por fim, alcool absoluto por cinco minutos. Finalmente, os cortes passaram pela
segunda bateria que consistiu em lavagens de poucos segundos com as seguintes solugdes: alcool
100%/acetato de butila (3:1), depois alcool 100%/ acetato de butila (1:1), seguido de alcool 100%/
acetato de butila (1:3), e por fim acetato puro. As ldminas permanentes foram montadas com verniz
vitral.

As faces abaxial e adaxial das folhas foram tratadas para a obtencdo de cortes paradérmicos.
As amostras foliares com cerca de 1 cm? foram colocadas em vidros fechados contendo solucio de
Franklin 30% (JOHANSEN, 1940). Os vidros contendo as amostras foram incubados em estufa a 60
°C por sete dias até a completa dissociacdo da epiderme. Apos o descarte da solucdo de Franklin, as
amostras foram lavadas em agua destilada por cinco vezes para retirar o excesso da solucdo. O
isolamento dos cortes paradérmicos foi feito com o auxilio de pincéis. As amostras foram coradas
com safranina por um minuto e posteriormente lavadas trés vezes para a retirada do excesso de
corante. Em seguida, foram colocadas na lamina, sendo cobertas com gelatina e laminula, selada com
esmalte incolor.

O registro das imagens foi realizado em fotomicroscopio associado ao microcomputador com
sistema de captura de imagens LAS EZ. As laminas foram fotografadas em microscopio optico
Motic BA300 com camera digital acoplada. Foram avaliadas as seguintes caracteristicas: espessura
do limbo, espessura das epidermes adaxial e abaxial, espessura das hipodermes adaxial e abaxial das
folhas. As espessuras médias foram calculadas pela avaliacdo de cinco medigdes.

Os dados morfoldgicos das pinas observados nas sete espécies foram organizados em uma
tabela (Anexo I- paginas 90-92) na qual para cada caracteristica morfologica foi determinado um
valor numérico: 1 para presenga ou 0 para auséncia. Os dados obtidos foram analisados utilizando-se
o programa NTSYS-pc (Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System), versdo 2.02.. A
similaridade entre as amostras foi estimada pelo coeficiente de Jaccard. A confiabilidade dos nos foi

calculada pelo programa BOOD (COELHO, 2000). A matriz de similaridade foi entdo gerada, e
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também o dendograma pelo método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using Arithmetic
Average) .

RESULTADOS

Descricdo anatomica

Attalea speciosa

Feixe vascular principal colateral, ovoide, livre, tanto adaxial quanto abaxialmente, envolto
em feixe de fibras extraxilematicas, regiio da nervura principal com formato trapezoide, com
angulos arredondados; protoxilema voltado para a face adaxial, floema permeando o xilema
abaxialmente e adaxialmente (Fig. 9-A); células buliformes retangulares, em grupos 3-4 vezes mais
largo que alto, 3 camadas celulares (Fig. 9-A); grupos de fibras permeando as células buliformes
(Fig. 9-A); mesofilo dorsiventral (141 pum de espessura) (Fig. 9-B); parénquima pali¢cadico com
uma camadas de células, mais de 5 vezes mais altas do que largas (Fig. 9-B); parénquima lacunoso
com células isodiamétricas (3-4 camadas celulares) (Fig. 9-B); hipoderme adaxial espessa (57,8
um de espessura), células isodiamétricas ou ovoides (Fig. 9-B); hipoderme abaxial espessa (21 um
de espessura); grupos de fibras localizadas entre a epiderme e a hipoderme adaxial, e entre a
epiderme e a hipoderme abaxial (Fig. 9-B); lamina foliar plana adaxialmente e abaxialmente (Fig. 9-
C); feixes vasculares de primeira ordem travados tanto adaxialmente quanto abaxialmente (Fig. 9-
C); feixes vasculares de segunda ordem travados abaxialmente (Fig. 9-C); feixes vasculares de
terceira ordem travados abaxialmente (Fig. 9-C); cicatriz de tricomas glandulares presentes em
ambas as faces (Fig. 9-C); margem foliar com angulo agudo ou obtuso, permeada por feixes
vasculares e ondulagdes na face abaxial (Fig. 9-D); epiderme uniestratificada (Figs. 9-E e 9-F);
cuticula adaxial delgada 3,2 um (Fig. 9-E); células comuns da epiderme da face adaxial
retangulares ou trapezoides (33,5 um - 64,5 um de comprimento por 10,5 um de largura) (Fig. 9-E)
e paredes das células epidérmicas com ondulacdes (Fig. 9-G); cuticula abaxial delgada (1 um) (Fig.
9-F); células comuns da epiderme da face abaxial retangulares ou trapezoides (27 pm - 63,5 pm de
comprimento por 11,67 pm de largura) (Fig. 9-H); complexo estomitico tetracitico, estdmatos
dispostos regularmente em fileiras (Fig. 9-H); camaras subestomaticas presentes (Fig. 9-F);
células-guarda 2-3 vezes mais compridas que largas (22,7 pum de comprimento e 7 um de largura)
com formato reniforme (Fig. 9-H); células subsididrias laterais com formato reniformes (Fig. 9-H);

células subsidiarias polares com formato reniformes (Fig. 9- H).
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Figura 9. Anatomla fohar de Attalea speczosa (Mart ex Spreng) A-F Secc;oes transversals G-H: Cortes
paradérmicos. A. Segmento foliar com a nervura principal com formato trapezoide e angulos arredondados:
FVP- Feixe vascular principal, XL — Xilema, FL-Floema, FB — Fibras, CB — células buliformes, FAD - Face
adaxial, FAB — Face abaxial. B. Ampliacdo da lamina foliar: FAD - Face adaxial, FAB — Face abaxial, HAD -
Hipoderme da face adaxial, HAB - Hipoderme da face abaxial, FB — Fibras, EAD — Epiderme da face adaxial, EAB
— Epiderme da face abaxial, PP- Parénquima Pali¢adico, PE-Esponjoso, FVSO -Feixe vascular de segunda ordem.
C. Padrio dos feixes vasculares na lamina foliar: FAD - Face adaxial, FAB — Face abaxial, FVPO-Feixe
vascular de primeira ordem, FVSO-Feixe vascular de segunda ordem, CG-Cicatriz glandular. D. Margem foliar
com angulos obtusos. E. Ampliacio da face adaxial: CFAD - Cuticula da face adaxial, EAD- epiderme da face
adaxial, FB — Fibras F. Ampliacdo da face abaxial: CFAB - Cuticula da face abaxial, EAB- epiderme da face
adaxial, CS- Camara subestomatica, ET: Estomato G. Epiderme da face adaxial, parades com ondulagoes. H.
Epiderme da face abaxial com disposi¢do dos estomatos, ET: Estomato. Escalas: A- D: 200 um. E-H: 50 um.
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Attalea barreirensis

Feixe vascular principal colateral, ovoide, livre, tanto adaxial quanto abaxialmente, envolto
em de feixe de fibras extraxilematicas, regido da nervura principal com formato trapezoide , com
angulo agudo (Fig. 10-A); protoxilema voltado para a face adaxial; floema permeando o xilema
abaxialmente e adaxialmente (Fig. 10-A); células buliformes retangulares, em grupos 3-4 vezes
mais largo que alto, 3 camadas celulares (Fig. 10-A); grupos de fibras permeando as células
buliformes (Fig. 10-A); mesofilo dorsiventral (280 pm de espessura), 6-9 camadas de células (Fig.
10-B); parénquima pali¢adico com 2-3 camadas de células, mais de 5 vezes mais altas do que
largas (Fig. 10-B); parénquima lacunoso com células isodiamétricas (Fig 10-B); hipoderme
adaxial espessa (48,2 um) com células isodiamétricas ou ovoides (Fig. 10-B); hipoderme abaxial
espessa (30,5 pm) com células isodiamétricas ou ovoides (Fig. 10-B); grupos de fibras localizadas
entre a epiderme e a hipoderme adaxial, e entre a epiderme e a hipoderme abaxial (Fig. 10-B);
lamina foliar com ondulagdes adaxialmente e abaxialmente (Fig. 10-C); feixes vasculares de
primeira ordem livres adaxialmente e travados abaxialmente (Fig. 10-C); feixes vasculares de
segunda ordem livres (Fig. 10-C); feixes vasculares de terceira ordem travados abaxialmente (Fig.
10-C); cicatriz de tricomas glandulares presentes em ambas as faces (Fig. 10-C); margem foliar
com angulo agudo ou obtuso, permeada por feixes vasculares e ondulagdes na face abaxial (Fig. 10-
D); epiderme uniestratificada (Figs. 10-E e 10-F); cuticula espessa adaxialmente (10,7um) (Fig.
10-E); células comuns da epiderme da face adaxial retangulares (56,7 pm-85 um de comprimento
por 10,8 um de largura) (Fig. 10-G); cuticula espessa abaxialmente (6,8 um) (Fig. 10-F); células
comuns da epiderme da face abaxial retangulares, com paredes lisas (30,2 um-63 pm de
comprimento por 11,2 um de largura) (Fig. 10-H); camaras subestomaticas presentes (Figs. 10-E e
10-F); complexo estomatico tetracitico, estomatos dispostos regularmente em fileiras (Figs. 10-G e
10-H); células-guarda mais compridas que largas (20,4 pm de comprimento e 6,8 um de largura)
com formato reniforme (Figs. 10-G e 10-H); células subsididrias laterais com formato reniformes
(Figs. 10-G e 10-H); células subsidiarias polares com formato reniformes (Figs. 10-G e 10-H);

pinas anfiestomaticas (Figs. 10-G e 10-H).
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Figura 10. Anatomia fohar de Attalea barrezrenszs (Glassman) A-F: Seccdes transversais; G-H: Cortes
paradérmicos. A. Segmento foliar com a nervura principal com formato trapezoide e angulo agudo: FVP- Feixe
vascular principal, XL — Xilema, FL-Floema, FB — Fibras, CB — células buliformes, FAD - Face adaxial, FAB —
Face abaxial. B. Ampliacdo da lamina foliar: FAD - Face adaxial, FAB — Face abaxial, HAD - Hipoderme da
face adaxial, HAB - Hipoderme da face abaxial, FB — Fibras, EAD — Epiderme da face adaxial, EAB — Epiderme
da face abaxial, PP- Parénquima Pali¢adico, PE-Esponjoso, FVSO -Feixe vascular de segunda ordem. C. Padrio
dos feixes vasculares na lamina foliar: FAD - Face adaxial, FAB — Face abaxial, FVPO-Feixe vascular de
primeira ordem, FVSO - Feixe vascular de segunda ordem. D. Margem foliar com angulo obtuso. E. Amplia¢ao
da face adaxial: CFAD - Cuticula da face adaxial, EAD- epiderme da face adaxial, FB — Fibras, CG- Cicatriz
glandular. F. Ampliacio da face abaxial: CFAB - Cuticula da face abaxial, EAB- epiderme da face adaxial, ET:
Estomatos, CS- Camara subestomatica G. Epiderme da face adaxial, estdomatos dispostos em fileiras. ET:
Estomatos. H. Epiderme da face abaxial com disposi¢cdo dos estomatos em fileiras. ET: Estomatos. Escalas: A- D:
200 um. E-H: 50 um.
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Attalea eichleri

Feixe vascular principal colateral, ovoide, livre, tanto adaxial quanto abaxialmente, envolto
em de feixe de fibras extraxilematicas (Fig.11-A); regido da nervura principal com formato
trapezoide de angulos agudos, protoxilema voltado para a face adaxial; floema permeando o xilema
abaxialmente e adaxialmente (Fig.11-A); células buliformes retangulares, em grupos 2-3 vezes mais
largo que alto, 3 camadas celulares (Fig.11-B); grupos de fibras permeando as células buliformes
(Fig. 11-A); mesofilo dorsiventral (170,75 um), 5-7 camadas de células (Fig. 11-B); parénquima
palicadico com 2-3 camadas de células, mais de 4 vezes mais altas do que largas (Fig. 11-B);
parénquima lacunoso com células isodiamétricas (Fig. 11-B); hipoderme adaxial espessa (28,25
um de espessura), células isodiamétricas ou ovoides (Fig. 11-B); grupos de fibras localizadas entre
a epiderme e a hipoderme adaxial (Fig. 11-B); hipoderme abaxial delgada (10,92 um de espessura),
células isodiamétricas ou ovoides (Fig. 11-B); lAmina foliar plana abaxialmente e com ondulagdes
abaxialmente (Fig. 11-C); feixes vasculares de primeira ordem travados adaxialmente e livres
abaxialmente (Fig. 11-C); feixes vasculares de segunda ordem travados abaxialmente (Fig. 11-C);
cicatriz de tricomas glandulares presentes em ambas as faces (Fig. 11-C); margem foliar com
angulo agudo ou obtuso, permeada por feixes vasculares travados abaxialmente (Fig. 11-D);
epiderme uniestratificada (Figs. 11-E e 11-F); cuticula espessa adaxialmente (7,67 um) (Fig. 11-
E); células comuns da epiderme da face adaxial retangulares com paredes lisas (29,5 pm-30,7 pum
de comprimento por 11,92 um de largura) (Fig. 11-G); cuticula espessa abaxialmente (9,05um) (Fig.
11-F); células comuns da epiderme da face abaxial retangulares (25,5 pum-40,75 pm de
comprimento por 10,6 um de largura) (Fig. 11-H); camaras subestomaticas ausentes (Fig. 11-F);
complexo estomatico tetracitico, estdmatos dispostos regularmente em fileiras (Fig. 11-H); células-
guarda mais compridas que largas (21,7 pm de comprimento e 5,75 um de largura) com formato
reniforme (Fig. 11-H); células subsididrias polares com formato reniformes (Fig. 11-H); células
subsidiarias laterais com formato reniformes (Fig. 11-H); pinas hipoestomaticas (Figs. 11-G e 11-

H).
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Figura 11. Anatomia foliar de Attalea eichleri (Drude A. J. Hend.). A-F: Seccdes transversais; G-H: Cortes
paradérmicos. A. Segmento foliar com a nervura principal com formato trapezoide e angulo agudo: FVP- Feixe
vascular principal, XL — Xilema, FL-Floema, FB — Fibras, CB — células buliformes, FAD - Face adaxial, FAB —
Face abaxial. B. Ampliacdo da lamina foliar: FAD - Face adaxial, FAB — Face abaxial, HAD - Hipoderme da
face adaxial, HAB - Hipoderme da face abaxial, FB — Fibras, EAD — Epiderme da face adaxial, EAB — Epiderme
da face abaxial, PP- Parénquima Palicadico, PE-Esponjoso, FVPO- Feixe vascular de primeira ordem, FVSO -
Feixe vascular de segunda ordem. C. Padrao dos feixes vasculares na lamina foliar: FAD - Face adaxial, FAB —
Face abaxial, FVPO-Feixe vascular de primeira ordem, FVSO - Feixe vascular de segunda ordem. D. Margem
foliar com angulo obtuso. E. Ampliacio da face adaxial: CFAD - Cuticula da face adaxial, EAD- epiderme da
face adaxial, FB — Fibras. F. Ampliaciao da face abaxial: CFAB - Cuticula da face abaxial, EAB- epiderme da
face adaxial, ET: Estomatos. G. Epiderme da face adaxial. H. Epiderme da face abaxial com disposi¢do dos
estomatos em fileiras. ET: Estomatos. Escalas: A- D: 200 um. E-H: 50 um.
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Attalea funifera

Feixe vascular principal colateral, ovoide, livre, tanto adaxial quanto abaxialmente, envolto
em de feixe de fibras extraxilematicas (Fig. 12-A); regido da nervura principal com formato
triangular de angulos agudos, protoxilema voltado para a face adaxial; floema permeando o xilema
abaxialmente e adaxialmente (Fig. 12-A); células buliformes retangulares, em grupos 2-3 vezes
mais largo que alto, 3 camadas celulares (Fig. 12-B); grupos de fibras permeando as células
buliformes (Fig. 12-A); mesofilo dorsiventral (136 pm), 5-7 camadas de células (Fig. 12-B);
parénquima palicadico com uma camadas de células, mais de 3 vezes mais altas do que largas (Fig.
12-B); parénquima lacunoso com células isodiamétricas (Fig. 12-B); hipoderme adaxial espessa
(37,8 um de espessura), células isodiamétricas ou ovoides (Fig. 12-B); hipoderme abaxial espessa
(32 um de espessura), células isodiamétricas ou ovoides (Fig. 12-B); grupos de fibras localizadas
entre a epiderme e a hipoderme adaxial (Fig. 12-B); lamina foliar com ondula¢des adaxialmente e
plana abaxialmente (Fig. 12-B); feixes vasculares de primeira ordem travados adaxialmente e
abaxialmente (Fig. 12-C); feixes vasculares de segunda ordem travados abaxialmente (Fig. 12-C);
cicatriz de tricomas glandulares presentes em ambas as faces (Fig. 12-C); margem foliar com
angulo agudo ou obtuso, permeada por feixes vasculares travados abaxialmente (Fig. 12-D);
epiderme uniestratificada (Figs. 12-E e 12-F); cuticula delgada adaxialmente (8,77 um) (Fig. 12-
E); células comuns da epiderme da face adaxial com formato retangular ou trapezoide (30,75 um —
48,0 um de comprimento por 11,65 um de largura) (Fig. 12-H); cuticula delgada abaxialmente (4,56
um) (Fig. 12-F); células comuns da epiderme da face abaxial retangulares ou trapezoides (39,5 um
- 62,75 pum por 9,92 um) (Fig. 12-F); camaras subestomaticas ausentes (Fig. 12-F); complexo
estomatico tetracitico, estomatos dispostos regularmente em fileiras (Fig. 12-H); células-guarda
mais compridas que largas (22,2 pm de comprimento e 8,55 um de largura) com formato reniforme
(Fig. 12-G); células subsidiarias polares com formato trapezoide (Fig. 12-H); células subsididrias

laterais com formato reniforme (Fig. 12-H); pinas hipoestomaticas (Figs. 12-G e 12-H).
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Figura 12. Anatomia foliar de Attalea funifera (Mart.). A-F: Sec¢des transversais; G-H: Cortes paradérmicos. A.
Segmento foliar com a nervura principal com formato triangular e angulo agudo: FVP- Feixe vascular principal,
XL — Xilema, FL-Floema, FB — Fibras, CB — células buliformes, FAD - Face adaxial, FAB — Face abaxial. B.
Ampliacido da lamina foliar: FAD - Face adaxial, FAB — Face abaxial, HAD - Hipoderme da face adaxial, HAB -
Hipoderme da face abaxial, FB — Fibras, EAD — Epiderme da face adaxial, EAB — Epiderme da face abaxial, PP-
Parénquima Paligadico, PE-Esponjoso, FVSO -Feixe vascular de segunda ordem. C. Padrao dos feixes vasculares

na lamina foliar: FAD - Face adaxial, FAB — Face abaxial, FVPO-Feixe vascular de primeira ordem, FVSO -
Feixe vascular de segunda ordem, FVTO - Feixe vascular de terceira ordem D. Margem foliar com angulo obtuso.
E. Ampliagao da face adaxial: CFAD - Cuticula da face adaxial, EAD- epiderme da face adaxial. F. Ampliacao
da face abaxial: CFAB - Cuticula da face abaxial, EAB- epiderme da face adaxial. G. Epiderme da face adaxial,
CG- Catriz glandular. H. Epiderme da face abaxial com disposi¢do dos estdomatos em fileiras. ET: Estdmatos.
Escalas: A- D: 200 um. E-H: 50 um.
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Attalea maripa

Feixe vascular principal colateral, ovoide, livre, tanto adaxial quanto abaxialmente, envolto
em de feixe de fibras extraxilematicas, regido da nervura principal com formato triangular, com
angulo agudo (Fig. 13-A); protoxilema voltado para a face adaxial; floema permeando o xilema
abaxialmente e adaxialmente (Fig. 13-A); células buliformes retangulares, em grupos 2-3 vezes
mais largo que alto, 3 camadas celulares (Fig. 13-B); grupos de fibras permeando as células
buliformes (Fig. 13-A); mesofilo dorsiventral (115,75 um), 5-7 camadas de células (Fig. 13-B);
parénquima pali¢adico com 1 camadas de células, mais de 4 vezes mais altas do que largas (Fig.
13-B); parénquima lacunoso com células isodiamétricas; entre a camada de células paligadicas e o
parénquima esponjoso foi observada a presenca de corpos silicosos em varios cortes (destaque da
figura 13-B); hipoderme adaxial espessa (25,2 pum de espessura), células isodiamétricas ou ovoides
(Fig. 13-B); grupos de fibras localizadas entre a epiderme e a hipoderme adaxial (Fig. 13-B);
hipoderme abaxial delgada (8,5 pm de espessura), células retangulares ou ovoides (Fig. 13-B);
grupos de fibras localizadas entre a epiderme e a hipoderme abaxial (Fig. 13-B); lamina foliar com
ondulagdes adaxialmente e abaxialmente (Fig. 13-C); feixes vasculares de primeira ordem livres
abaxialmente e travados adaxialmente (Fig. 13-C); feixes vasculares de segunda ordem travados
abaxialmente (Fig. 13-C); cicatriz de tricomas glandulares presentes em ambas as faces (Fig. 13-
C); margem foliar arredondada, permeada por feixes vasculares livres (Fig. 13-D); epiderme
uniestratificada (Figs. 13-E e 13-F); cuticula espessa adaxialmente (5,37 pm) (Fig. 13-E); células
comuns da epiderme da face adaxial retangulares, trapezoides ou em formato de losango (26,5 um
-52,5 um de comprimento por 10,37 um de largura) (Fig. 13-G); células comuns da epiderme da
face abaxial predominantemente retangulares ou trapezoides, (8,07 um-20,65 um de comprimento
por 12,65 um de largura) (Fig. 13-H); camaras subestomaticas ausentes (Fig. 13-H); complexo
estomatico tetracitico, estomatos dispostos regularmente em fileiras (Fig. 13-H); células-guarda
mais compridas que largas (19,05 um de comprimento e 5,75 um de largura) com formato reniforme
(Fig. 13-H); células subsidiarias polares com formato trapezoides (Fig. 13-H); células subsididrias

laterais com formato reniforme (Fig. 13-H); pinas hipoestomaticas (Figs. 13-G e 13-H).
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paradérmicos. A. Segmento foliar com a nervura principal com formato triangular e angulo agudo: FVP- Feixe
vascular principal, XL — Xilema, FL-Floema, FB — Fibras, CB — células buliformes, FAD - Face adaxial, FAB —
Face abaxial. B. Ampliacdo da lamina foliar: FAD - Face adaxial, FAB — Face abaxial, HAD - Hipoderme da
face adaxial, HAB - Hipoderme da face abaxial, FB — Fibras, EAD — Epiderme da face adaxial, EAB — Epiderme
da face abaxial, PP- Parénquima Pali¢adico, PE-Esponjoso, FVSO -Feixe vascular de segunda ordem, CS-Corpo
silicoso em destaque. C. Padrio dos feixes vasculares na lamina foliar: FAD - Face adaxial, FAB — Face abaxial,
FVPO-Feixe vascular de primeira ordem, FVSO - Feixe vascular de segunda ordem. D. Margem foliar com
angulos arredondados. E. Ampliacdo da face adaxial: CFAD - Cuticula da face adaxial, EAD- epiderme da face
adaxial. F. Ampliacido da face abaxial: CFAB - Cuticula da face abaxial, EAB- epiderme da face adaxial. G.
Epiderme da face adaxial. H. Epiderme da face abaxial com disposi¢do dos estomatos em fileiras. ET:
Estomatos. Escalas: A- D: 200 um. E-H: 50 um.
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Attalea phalerata

Feixe vascular principal colateral, ovoide, livre ou semi-travado, tanto adaxial quanto
abaxialmente, envolto em de feixe de fibras extraxilematicas, regido da nervura principal com
formato triangular com angulo agudo; protoxilema voltado para a face adaxial; floema permeando o
xilema abaxialmente e adaxialmente (Fig. 14-A); células buliformes retangulares, em grupos 3-4
vezes mais largo que alto, 3 camadas celulares (Fig. 14-A); grupos de fibras permeando as células
buliformes (Fig. 14-A); mesofilo dorsiventral, 6-8 camadas de células (135,25 um de espessura)
(Fig. 14-B); parénquima palicadico com 1 camadas de células, mais de 7 vezes mais altas do que
largas (Fig. 14-B); parénquima lacunoso com células isodiamétricas (Fig. 14-B); hipoderme
adaxial espessa (25,25 pm de espessura), células ovoides ou isodimétricas (Fig. 14-B); grupos de
fibras localizadas entre a epiderme e a hipoderme adaxial (Fig. 14-B); hipoderme abaxial delgada
(12,92 um de espessura), células ovoides (Fig. 14-B); lamina foliar plana adaxialmente e com
ondulagdes abaxialmente (Fig. 14-C); grupos de fibras localizadas entre a epiderme e a hipoderme
abaxial (Fig. 14-B); feixes vasculares de primeira ordem travados adaxialmente (Fig. 14-C); feixes
vasculares de segunda ordem travados abaxialmente ou livres (Fig. 14-C); feixes vasculares de
terceira ordem travados abaxialmente (Fig. 14-C); cicatriz de tricomas glandulares presentes em
ambas as faces (Fig. 14-C); margem foliar com angulos agudo ou obtuso, com 2-3 camadas células
buliformes presentes na face abaxial (Fig. 14-D); epiderme uniestratificada (Figs. 14-E e 14-F);
cuticula adaxial mediana (6,75 pum) (Fig. 14-E); células comuns da epiderme da face adaxial
predominantemente retangulares (21,7 pm - 34,0 pm de comprimento por 10,4 um de largura) (Fig.
14-G); cuticula abaxial delgada (4,57 um) (Fig. 14-F); células comuns da epiderme da face
abaxial com células retangulares, trapezoides e em formato de losango (41,5 um - 60,0 pum de
comprimento por 16.85 um de largura) (Fig. 14-H); camaras subestomaticas ausentes; complexo
estomatico tetracitico, estdmatos dispostos regularmente em fileiras (Fig. 14-H); células-guarda 1-
2 vezes mais compridas que largas (23,27 pum de comprimento e 6,27 um de largura) (Fig. 14-H);
células subsidiarias laterais reniformes (Fig. 14-H); células subsididrias polares com formato ou

reniformes (Fig. 14-H); pinas hipoestomaticas (Figs. 14-G e 14-H).
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Figura 14. Anatomia foliar de Attalea phalerata (Mart. ex Spreng.). A-F: Secgoes transversais, G-H: Cortes
paradérmicos. A. Segmento foliar com a nervura principal com formato triangular e angulo agudo: FVP- Feixe
vascular principal, XL — Xilema, FL-Floema, FB — Fibras, CB — células buliformes, FAD - Face adaxial, FAB —
Face abaxial. B. Ampliacdo da lamina foliar: FAD - Face adaxial, FAB — Face abaxial, HAD - Hipoderme da
face adaxial, HAB - Hipoderme da face abaxial, FB — Fibras, EAD — Epiderme da face adaxial, EAB — Epiderme
da face abaxial, PP- Parénquima Pali¢adico, PE-Esponjoso, FVSO -Feixe vascular de segunda ordem. C. Padrio
dos feixes vasculares na lamina foliar: FAD - Face adaxial, FAB — Face abaxial, FVPO-Feixe vascular de
primeira ordem, FVSO - Feixe vascular de segunda ordem. D. Margem foliar com angulos arredondados e
presenca de células buliformes, CB — células buliformes. E. Ampliacio da face adaxial: CFAD - Cuticula da face
adaxial, EAD- epiderme da face adaxial. F. Ampliacao da face abaxial: CFAB - Cuticula da face abaxial, EAB-
epiderme da face adaxial. G. Epiderme da face adaxial, CG- Cicatriz glandular. H. Epiderme da face abaxial
com disposicdo dos estdmatos em fileiras. ET: Estomatos. Escalas: A- D: 200 um. E-H: 50 um.
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Attalea vitrivir

Feixe vascular principal colateral, ovoide, livre tanto adaxial quanto abaxialmente, envolto
em feixe de fibras extraxilematicas (Fig. 15-A); regido da nervura principal com formato
trapezoide e extremidades arredondadas (Fig. 15-A); protoxilema voltado para a face adaxial;
floema permeando o xilema abaxialmente e adaxialmente (Fig. 15-A); células buliformes
retangulares, em grupos 3-4 vezes mais largo que alto, 3 camadas celulares (Fig. 15-A); grupos de
fibras permeando as células buliformes (Fig. 15-A); mesofilo dorsiventral, 10-12 camadas de células
(199 um de espessura) (Fig. 15-B); parénquima palicadico com 2 camadas de células, mais de 10
vezes mais altas do que largas (Fig. 15-B); parénquima lacunoso com células isodiamétricas (Fig.
15-B); hipoderme adaxial espessa (50,2 um de espessura), células ovoides ou isodiamétricas (Fig.
15-B); grupos de fibras localizadas entre a epiderme e a hipoderme adaxial (Fig. 15-B); hipoderme
abaxial espessa (18,1 um de espessura), cé¢lulas ovoides ou isodimétricas (Fig. 15-B); grupos de
fibras localizadas entre a epiderme e a hipoderme abaxial (Fig. 15-B); lamina foliar com
ondulagdes tanto adaxialmente quanto abaxialmente (Fig. 15-C); feixes vasculares de primeira
ordem travados adaxialmente (Fig. 15-C); feixes vasculares de segunda ordem travados
abaxialmente ou livres (Fig. 15-C); feixes vasculares de terceira ordem livres (Fig. 15-C); cicatriz
de tricomas glandulares presentes em ambas as faces (Fig. 15-C); margem foliar com ondula¢des
na face abaxial e presenca de feixes vasculares de segunda e terceira ordem (Fig. 15-D); epiderme
uniestratificada (Figs. 15-E e 15-F); cuticula adaxial espessa (8,13 pum) (Fig. 15-E); células
comuns da epiderme da face adaxial retangulares (19,17 pm — 32 ,0 um de comprimento por 13,7
um de largura) (Fig. 15-E); cuticula abaxial espessa (7,35 pum) (Fig. 15-F); células comuns da
epiderme da face abaxial predominantemente retangulares ou trapezoides (11,52 um — 16,75 um de
comprimento por 11,52 um de largura) (Fig. 15-F); camaras subestomaticas presentes (Fig. 15-F);
complexo estomatico tetracitico, estomatos dispostos regularmente em fileiras (Fig. 15-H); células-
guarda 1-2 vezes mais compridas que largas (21,15 pm de comprimento e 6,22 um de largura) (Fig.
15-H); células subsidiarias laterais reniformes (Fig. 15-H); células subsidiarias polares com

formato reniformes (Fig. 15-H); pinas hipoestomaticas (Figs. 15-G e 15-H).
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Figura 15. Anatomia foliar de Attalea vitrivir (Burret). A-F: Sec¢des transversais; G-H: Cortes paradérmicos. A.
Segmento foliar com a nervura principal com formato trapezoide e angulos arredondados: FVP- Feixe vascular
principal, XL — Xilema, FL-Floema, FB — Fibras, CB — células buliformes, FAD - Face adaxial, FAB — Face
abaxial. B. Ampliacdo da lamina foliar: FAD - Face adaxial, FAB — Face abaxial, HAD - Hipoderme da face
adaxial, HAB - Hipoderme da face abaxial, FB — Fibras, EAD — Epiderme da face adaxial, EAB — Epiderme da
face abaxial, PP- Parénquima Pali¢adico, PE-Esponjoso, FVSO -Feixe vascular de segunda ordem, CS- camaras
subestomaticas, CG- Cicatriz glandular. C. Padrio dos feixes vasculares na laimina foliar: FAD - Face adaxial,
FAB - Face abaxial, FVPO-Feixe vascular de primeira ordem, FVSO - Feixe vascular de segunda ordem. D.
Margem foliar com ondulagdes na face abaxial. E. Ampliagao da face adaxial: CFAD - Cuticula da face adaxial,
EAD- epiderme da face adaxial. F. Ampliacio da face abaxial: CFAB - Cuticula da face abaxial, EAB- epiderme
da face adaxial. G. Epiderme da face adaxial, CG- Catriz glandular. H. Epiderme da face abaxial com
disposi¢do dos estomatos em fileiras. ET: Estomatos. Escalas: A- D: 200 um. E-H: 50 pm.
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DISCUSSAO

Os caracteres anatomicos foliares se mostraram taxonomicamente informativos e podem ser
utilizados para a classificacdo das sete espécies de Attalea analisadas, assim como ja foi registrado
para outros géneros de palmeira (SILVA & POTIGUARA, 2008; TOMLINSON et al., 2011;
PINEDO et al., 2016).

Ondulagdes na superficie adaxial e abaxial foram encontradas em todas as espécies estudadas,
exceto na face adaxial de 4. speciosa e A. phalerata. As sete espécies observadas apresentaram
epiderme unisseriada nas duas faces. Na face adaxial, as células epidérmicas apresentaram forma
retangular ou trapezoides, com paredes retas, exceto em A. speciosa que apresentou ondulagdes.
Ambas as faces sdo revestidas por uma cuticula espessa, sendo a cuticula da face adaxial mais

espessa que a da face abaxial em todas as espécies.

Algumas caracteristicas anatdomicas sdo comuns a todas as espécies analisadas, tais como,
cicatrizes de tricomas tectores glandulares, em ambas as epidermes adaxial e abaxial; mesofilo
dorsiventral e complexo estomatico tetracitico. Esse complexo foi observado nas sete espécies de
Attalea analisadas e ¢ tido como tipico de palmeiras (caracterizados por possuir quatro células
subsidiarias, duas delas paralelas as células-guarda e o par restante com localizagdo polar ao
estomato). Embora Tomlinson e colaboradores (2011) tenham relatado que os estdmatos das
palmeiras ndo necessariamente ocorram em fileiras longitudinais regulares e continuas, este padrao
foi observado em todas as espécies deste estudo.

Ademais, todas as espécies sdo hipoestomaticas, com exce¢do de A. barreirenses, que €
anfiestomatica, apresentando estdmatos em ambas as faces. Esta classificacdo corrobora o trabalho
de Santos e colaboradores (2011). Podem ocorrer células geminadas: célula subsididria polares
comum a dois estdmatos. As células subsididrias laterais das sete espécies apresentaram formato
reniforme. As células subsididrias polares das espécies 4. speciosa, A, barreirensis, A. eichleri, A.
phalerata e A. vitrivir apresentaram formato reniforme, enquanto que as células subsididrias polares

das espécies A. funifera e A. maripa apresentaram formato trapezoide.

O numero de camadas do parénquima pali¢addico variou de uma (4. speciosa, A. funifera, A.
maripa e A. phalerta) a trés (A. barreirensis, A. eichleri e A. vitrivir) e o parénquima esponjoso
quatro a oito camadas, onde estdo dispostos feixes fibrosos e fibrovasculares. O parénquima
palicaddico em secdo transversal, apresenta células alongadas, com forma de barras e dispostas em

fileiras com espacos intercelulares reduzidos, exceto nas regides subjacentes as células estomaticas,
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onde as lacunas delimitam camaras subestomdticas em algumas espécies. As células do tecido

esponjoso sao isodiamétricas, ocorrendo esporadicamente células de aspecto retangular.

A nervura central possui um tecido de expansdo, multiestratificado, com aproximadamente
trés-quatro camadas denominadas células buliformes. A presenga desse tecido de expansdo esta
relacionada com mecanismos de flexibilidade das pinas. Essas estruturas sdo conspicuas, ocorreram
apenas na face abaxial e ocuparam quase toda a espessura da lamina foliar, corroborando as

observagdes realizadas para a tribo Cocoseae apresentadas por Tomlinson (1961).

O sistema vascular ¢ formado, exclusivamente, de xilema e floema primarios e periciclo. O
periciclo apresenta-se como fibras. O feixe vascular ¢ rodeado por uma grossa camada de fibras
extraxilematicas. A nervura central em sec¢do transversal apresenta-se mais proeminente
adaxialmente, situando-se na regido mediana do limbo das pinas. Feixes vasculares colaterais
(secundarios e tercidrios) localizam-se principalmente no parénquima lacunoso, embora os de
dimensdes maiores adentrem o palicadico. Alguns desses feixes colaterais encontravam-se travados.
O numero de feixes colaterais entre os feixes primarios ndo podem ser utilizados para separar as
espécies estudadas, pois pode variar dentro de uma mesma espécie.

As nervuras possuem floema indiviso voltado a face abaxial e xilema a adaxial. Os feixes
vasculares secundarios e tercidrios de A. barreirensis e A. vitrivir sdo livres tanto abaxialmente
quanto adaxialmente, no entanto, os feixes primarios sdo travados em pelo menos uma das faces.
Tais observacdes estdo em acordo com o apresentado por Tomlinson e colaboradores (2011), que
afirmam que os feixes longitudinais encontram-se em contato com uma ou ambas as faces

epidérmicas em Attaleinae.

A hipoderme, em geral, apresentou-se bem desenvolvida e mais espessa que a epiderme, tanto
adaxial quanto abaxialmente, o mesmo foi observado por Tomlinson e colaboradores (2011) para o
género Cocos. Comparadas as células hipodérmicas, as células epidérmicas das palmeiras sdo quase

sempre mais delgadas (TOMLINSON et al., 2011).

De uma maneira geral, as fibras apresentaram-se abundantes, com padrdes de organizagao
distintos na hipoderme, conforme apontado por Tomlinson (1961) para a tribo Cocoseae. De acordo
com Tomlinson e colaboradores (2011), as fibras em Attaleinae encontram-se sempre associadas a
uma das faces hipodérmicas, podendo situar-se interna ou externamente a essa estrutura. Neste
trabalho, observou-se que em A. eichleri e A. funifera apresentaram feixes de fibras situados somente

na hipoderme adaxial, enquanto que 4. speciosa, A. barreirensis, A. phalerata, A. maripa e A. vitrivir

42



os feixes foram encontrados tanto na hipoderme adaxial quanto na hipoderme abaxial. Em todas as

sete espécies as fibras estavam situadas internamente a hipoderme.

Os formatos das seccdes foliares transversais onde se encontram as nervuras principais ¢ de
grande valor taxondmico para as espécies estudadas. Attalea barreirensis, A. funifera e A vitrivir
apresentaram formato trapezoide com extremidade arredondadas. As espécies A. speciosa e A.
eichleri apresentaram formato trapezoide com extremidade aguda. Ja as espécies 4. phalerata e A.
maripa apresentaram formato triangular (Figura 16). A margem foliar e a localizacdo dos feixes
vasculares e dos grupos de fibras com relacdo a margem variaram muito entre as espécies. A espécie

A. phalerata apresentou células buliformes em sua extremidade abaxial.

Segmento da nervura

Margem foliar
central

Espécies

A. speciosa

A. barreirensis

A. eichleri

A. fimifera

A. maripa

A. phalerata

A. vitrivir

D=
QO

Figura 16. Formas das secc¢des foliares transversais onde se encontram as nervuras principais e
formas das margens foliares das espécies Attalea estudadas.
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Foram observados corpos silicosos somente em 4. maripa. Essa constatacao estd em acordo

com Tomlinson (2011), que observou que os tecidos de palmeiras sdo frequentemente muito

fibrosos, fortemente lignificados e com frequente ocorréncia de corpos de silica.

A similaridade entre as amostras estimada pelo coeficiente de Jaccard através do dendograma

obtido pelo programa NTSY S-pc pode ser observada na Figura 17.

A. speciosa — 83
A. speciosa — 54
A. speciosa — S6
40 A. speciosa — ST
A. eichlen - E14
A. eichleri —-E16
A. eichlen - E17
40 A. eichleri - E19
A. barreirensis — B13
A. barreirensis - B15
A. barreir s - B16
A. barreirensis — B17
50
A. vitnivir —1M1
A. vitnivir —2M1
1 OO A. vitnivir ~-3M3
A. vitnivir —2BM
A. funifera — F2
A. funifera — F3
A. funifera — F4
A. funifera — F&
4 0 A. maripa -1
A. maripa -4
A. maripa -5
4 0 A. maripa -6
A. phalerata - 2
A. phalerata - 3
A -4
A. phalerata -7

0.00 0.14 029 043 057 071 0.86 1.00
Coeflicient

Figura 17. Dendograma gerado pelo método UPGMA para o coeficiente de JACCARD para os
dados morfolégicos obtidos através da anatomia foliar das espécies A. speciosa, A. barreirensis, A.

eichleri, A. funifera, A. maripa, A. phalerata e A. vitrivir.

Analisando-se o dendograma, observa-se uma maior similaridade entre as espécies A.

speciosa e A. eichleri, entre as espécies A. vitrivir € A. barreirensis e entre as espécies A. maripa e A.

phalerata. Observa-se também o agrupamento das espécies 4. speciosa, A. eichleri, A. barreirensis e

A. vitrivir, assim como o agrupamento das espécies A. funifera, A. maripa € A. phalerata em dois

grupos distintos. Contudo, nenhuma destas similaridades entre estas espécies foi observada na

revisdo que Pintaud (2008) e colaborades realizaram entre os autores Glassman 1999, Henderson e

colaboradores (1995) e Govaerts ¢ Dransfield (2005).
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CONCLUSAO

A anatomia foliar das sete espécies estudadas do género Attalea foi altamente informativa. Os
dados gerados podem auxiliar na identificacdo das espécies, assim como na classificagdo taxonomica
das mesmas.

Os caracteres anatomicos foliares descritos foram suficientes para distinguir as sete espécies
analisadas. No entanto, levando-se em consideracdo o complexo babacu e a alta diversidade de
espécies e quantidade de hibridos, s3o necessarios mais estudos anatomicos foliares para se estimar

com maior confiabilidade a relag@o entre as espécies deste género.
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CAPITULO 2

APLICACAO E AVALIACAO DE DNA BARCODE EM ESPECIES DO
COMPLEXO BABACU (Attalea spp.)
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RESUMO

O babacu (Atftalea spp.) € uma palmeira nativa, com ampla distribuicdo no Nordeste do Brasil e no sul
da Bacia Amazoénica e € um importante recurso natural na regido. E um dos principais produtos extrativistas
do pais, contribuindo significativamente para a economia de alguns estados brasileiros. A identificagdo
taxonémica do conjunto de espécies de babagu é complexa, e ndo ha consenso entre os diversos autores,
por isso, esse conjunto de espécies € denominado “‘complexo babagu”. A existéncia de hibridos naturais
entre espécies, o baixo numero de colegbes feitas e baixo numero de estudos no género dificulta a
identificacao taxonémica correta dessas espécies. O sistema de identificagdo molecular por DNA barcode
auxilia na identificagao rapida e eficiente das espécies. Foram realizados estudos com DNA barcode em sete
espécies de babagu: A. speciosa, A. barreirensis, A. eichleri, A. funifera, A. maripa, A. phalerata, A. vitrivir e
hibridos de A. speciosa e A. eicchleri — A. teixeirana. As regides do DNA analisadas foram: matK, rbcL, ITS,
psbA-trnH, trnL e PRK. As arvores filogenéticas foram construidas utilizando-se os métodos de Inferéncia
Bayesiana, Maxima Parcimbénia e Maxima Verossimilhanga. Sequéncias de DNA das mesmas regibes
analisadas, de outras espécies de Aftalea encontrada no GenBank foram acrescentadas na construgdo das
arvores filogenéticas. Os marcadores rbcl, trnL e matK mostraram resolugdo insuficiente para a
discriminagdo das espécies. Os marcadores psbA-frnH, ITS e PRK mostraram resultados potencialmente
satisfatorios para discriminar espécies de Attalea. O uso de DNA barcode em Attalea, no entanto, precisa ser
aprimorado, na otimizagao de extracdo de DNA, PCR e protocolos de sequenciamento, bem como na

escolha e a combinagao dos marcadores utilizados.

Palavras-chave: Attalea, Babagu, barcode, matK, rbcL, trnL, psbA-trnH, ITS e PRK
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ABSTRACT

The babassu (Attalea spp.) is a native palm with wide distribution in Northeast Brazil and the south
of the Amazon Basin and is an important natural resource in the region. It is one of the main extractive
products of the country, contributing significantly to the economy of some Brazilian states. The morphological
identification of babassu species is difficult and there is no clear taxonomic consensus among the various
published monographs, so that the group is often referred to as the "babassu complex". The existence of
natural hybrids between species, the low number of collections made and low number of studies in the genus
hinders correct taxonomic identification of these species. Molecular identification in the form of DNA barcoding
can assist in reliable and efficient identification of Affalea species. In the current work, the potential of DNA
barcoding was investigated in seven babassu species: A. speciosa, A. barreirensis, A. eichleri, A. funifera, A.
maripa, A. phalerata, A. vitrivir and hybrids of A. speciosa and A. eicchleri - A. teixeirana. The analyzed DNA
loci were: matK, rbcL, ITS, psbA-trnH, trnL and PRK. Phylogenetic trees were constructed using Bayesian,
Maximum Parsimony and Maximum Likelihood methods. Cognate DNA sequences from Aftalea species were
obtained from GenBank where available. The DNA barcode loci rbcL, trnL and matK showed insufficient
resolution for discrimination of species. The psbA-trnH markers, ITS and PRK showed potentially satisfactory
results for discriminating Affalea species. The use of DNA barcodes in Affalea, however, needs to be
improved, in the optimization of DNA extraction, PCR and and sequencing protocols, as well as the choice

and combination of markers used.

Key words : Attalea, Babassu, barcode, matK, rbcL, trnL, psbA-trnH, ITS e PRK

48



INTRODUCAO

Attalea ¢ um dos géneros de palmeiras mais importantes da regido Neotropical. A
identificacdo de espécies de Attalea, no entanto, tem sido dificil por varias razdes, como a escassez
de boas cole¢des de herbario e ao carater sazonal das floracoes. Além destas razdes, ndo ha consenso
na classificagdo entre os diversos autores (PINTAUD, 2008). O desenvolvimento de hibridos
naturais entre as espécies, 0 baixo nimero de coletas e a pequena quantidade de estudos sobre o
género também dificultam a correta identificagdo taxondmica dessas espécies (ANDERSON &
BALICK, 1988; PINTAUD, 2008).

A discriminagdo das espécies baseada em caracteres morfologicos apresenta limitagdes muito
significativas. A plasticidade fenotipica e a variabilidade genética nos caracteres empregados para o
reconhecimento de espécies podem levar a uma identificacdo incorreta (AZEREDO, 2005). A
abordagem morfologica omite complexos criticos, caracterizados quando diferentes espécies
apresentam a mesma morfologia. Além destas limitagdes, chaves morfologicas frequentemente sdo
eficientes somente para um estdgio do ciclo de vida e assim muitos individuos ndo podem ser
identificados (AZEREDO, 2005). Estas limitacdes do sistema de identificagdo com bases
morfoldgicas sinalizam a necessidade de uma nova abordagem para identificacio de taxons
(AZEREDO, 2005).

Hebert e colaboradores (2003) propuseram um sistema de identificagdo molecular conhecido
por DNA barcode que consiste na utilizagdo de uma pequena sequéncia de DNA para a
discriminacao de todas as espécies (CARVALHO et al., 2008).

A regido de DNA barcode ideal deve atender a alguns critérios: a sequéncia do fragmento
deve ser curta, para facilitar a amplificagdo e o sequenciamento; deve apresentar variabilidade
suficiente para separar as espécies; e deve apresentar sitios conservados para o desenvolvimento de
primers universais (FORD et al., 2009). O propodsito do DNA barcode nao ¢ solucionar relagdes
filogenéticas, mas utilizar analises filogenéticas para a detec¢do de grupos monofiléticos e
consequente delineacdo das espécies (NELSON et al., 2007).

Este trabalho teve por objetivo identificar marcadores moleculares barcode eficientes na
discriminacdo de sete espécies do complexo babagu: 4. speciosa, A. barreirensis, A. eichleri, A.
funifera, A. maripa, A. phalerata e A. vitrivir, do hibrido A. teixeirana (hibrido entre 4. speciosa e A.
eichleri) e analisar esses resultados através dos métodos de distancia de Kimura 2-parametros (K2P),

inferéncia bayesiana (IB), méxima parcimonia (MP) e méaxima verossimilhanca (MV).

49



MATERIAL E METODOS

O estudo de DNA barcode foi desenvolvido no Laboratorio de Genética Vegetal da Embrapa

Recursos Genéticos e Biotecnologia.

Amostragem

Foram utilizadas amostras de folhas coletadas em campo, que foram armazenadas com silica

apos a coleta. O resumo das informagdes das amostras coletadas em campo utilizadas neste estudo

encontram-se na Tabela 5, informa¢des mais detalhadas se encontram na tabela 15, Anexo II

(paginas 93-95). Foram utilizadas também amostras foliares retiradas de exsicatas (Tabela 6).

Sequéncias de Attalea, assim como as sequéncias de outgroups (Cocos nucifera) utilizadas nas

analises foram obtidas do GenBank (Tabela 7).

Tabela 5. Tabela de amostras de espécies babagu coletadas com suas respectivas origens utilizadas

neste estudo.

A. teixeirana —hib — BA1

A. teixeirana —hib — BA4

A. teixeirana —hib — BA39
A. teixeirana —hib — CT22
A. teixeirana —hib — CT01 e CT02
A. teixeirana —hib — CT02
A. teixeirana —hib — CT16 e CT20
A. teixeirana —hib — CT37
A. teixeirana —hib — CT38
A. teixeirana —hib — LA19

A. teixeirana —hib — FZ12

A. barreirensis — Amostras B1- B17

A. eichleri - E04, E17, E18, E18, E19, E11
A. eichleri — CTO07
A. eichleri — ES22
A. funifera—1-15
A. maripa — 1- 12
A. phalerata — P12
A
A
A
A

. phalerata — P30, P36
. speciosa — CT46 e CT47

. speciosa — S3, S4, S5,S6, S7, S8, S9 e S17
. vitrivirir — 1BM, 2BM e 8BM

A. vitrivirir — 1M1 ¢ 2M1

Perina. Localidade: Grajau, MA.
"eichleri grande". Localidade: Grajau, MA.

"speciosa alta". Localidade: Grajau, MA.

Intermediaria entre pindova e "eichleri grande". Localidade: Caxias, MA.

Pindova, acaule. Localidade: Caxias, MA.
Pindova, acaule. Localidade: Caxias, MA.
"eichleri grande". Localidade: Caxias, MA.
Pindova. Localidade: Caxias, MA.
"eichleri grande". Localidade: Caxias, MA.

"speciosa baixa", talvez perind. Localidade: Lajeado Novo, MA.

Localidade: Grajau, MA.

Populagido (pop. 21). Localidade: Sdo Raimundo das Mangabeiras, MA.
Populagao (pop. 18). Localidade: Carolina, MA.
Populagdo (pop. 18). Localidade: Carolina, MA.

Localidade: Estreito, MA.
Colegao particular do Carlos Alex na Bahia

Colegao particular do Carlos Alex na Bahia

Populagdo (pop.15). Localidade: Tocantinépolis, TO.
Populacdo (pop.17). Localidade: Carolina, MA.

Localidade: Caxias, MA.

Populagdo (pop.12). Localidade: Nazaré, TO.

Bonito de Minas (MG), proximo de Montes Claros - Fornecido pela

Universidade Estadual de Montes Claros

Montalvania — MG — Divisa de MG com o sul da Bahia - Fornecido pela

Universidade Estadual de Montes Claros
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Tabela 6. Amostras de herbario utilizadas no estudo.

Amostras de Herbario

Espécies Universidade de Brasilia — UnB (UB) Embrapa Cenargen (CEN)
A. barreirensis n° 36868 — W.R. Anderson, M.S. Stiebis, J.H. Kinkbride Jr. - 1972 n° 52072— A.O. Scariot
A. eichleri n° 1091 — R.C. Martins, M.S. Oliveira - 2010 n° 52073 — A.O. Scariot - 2002
A. maripa - n°® 12546 - A.O. Scariot - 1988
A. phalerata n°® 238 — R.C. Martins, T. Figueira - 1998 n°® 56852 — R.F.Viera et al.. - 1473
A. speciosa n° 10110 D. Mitiga, R.C. Martins - 2006 n°® 58039 — M.J Balick et al.
A. vitrivir - n° 10759 — J.G. Vieira - 1980

Tabela 7. Sequéncias retiradas do GenBank para a construcao das arvores

N° do acesso no GenBank

Espécies ITS matK psbA-trnH rbecL PRK RPB2 trnL
A. allenii - AM114636. 1 - AJ404829. 1 AJ831346. 1 AJ830207 AJ241312. 1
A. butyracea - JQ586691. 1 - JQ590420. 1 - - =
A. cohune - - - - AY601239. 1 - -
A. crassispatha = = = - - - AJ241321.1
A. cuatrecasana - - - - AY601241. 1 - -
A. oleifera = = - - AY601238. 1 - -
A. phalerata - *HQ265548. 1 KC924913. 1 - AY601240. 2 HQ265644. 1 HQ265783. 1
A. rostrata - GQ981943. 1 GQ982156. 1 GQ981675. 1 - - -
A. speciosa - - KC924916. 1 - AY601245.1 - -
C. nucifera HQ265515.1 HQ265564. 1 GQ435464. 1 AY012507. 1 AY601235. 1 EF491150. 1 AMI113647. 1

*Sequéncia de Attalea referenciada no CBOL.

Extracao de DNA

Para os estudos de DNA barcode foi realizada a extragdo do DNA gendmico das amostras de
babagu coletadas em campo e das amostras fornecidas pelos herbarios de acordo com o protocolo
CTAB (DOYLE & DOYLE, 1987), adaptado. Primeiramente as folhas foram trituradas com Mini
beadbeater (Biospec Products Inc.) e incubadas por 45 minutos a 65°C em uma solugdo com 700uL
de CTAB 2% e 1% de B-mercaptoetanol. O CTAB lisa as membranas e o B-mercaptoetanol inibe a
oxida¢do do material. Posteriormente, adicionou-se CIA (cloroférmio: alcool isoamilico, 24:1), foi
feita homogeneizag¢ao da solugdo e centrifugacdo para separacdo em duas fases. O CIA promove a
extracdo dos lipidios, proteinas e polissacarideos, que permanecem na fase inferior, enquanto que o
DNA permanece na fase aquosa, superior. O DNA foi precipitado em alcool isopropilico e lavado
com etanol. Ao final foi ressuspenso em 100 pL de solu¢ao tampao Tris-EDTA e RNase (proporcao

de ImL: 2 puL, respectivamente).
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Quantificaciao do DNA

Os produtos da extracdo foram quantificados através de eletroforese horizontal em gel de
agarose 1%, corado com brometo de etidio e visualizados em transiluminador de luz ultravioleta
(UV). A qualidade do DNA extraido foi avaliada visualmente e sua concentragdo estimada por

comparagdo com uma amostra de DNA com concentra¢dao conhecida (DNA lambda).

Reacodes de PCR (Polymerase Chain Reaction )

Apos a extragdo, quantificacdo e diluicdo do DNA, foi realizada a amplificacdo de regides
alvo por PCR com as regides especificas definidas como potencialmente eficientes para
discriminacdo de espécies. Sao elas: cloroplastidiais - matK, rbcL, psbA-trnH, trnl, e nucleares —

PRK, RPB2 ¢ ITS. As sequécias dos primers utilizados nas amplificacdes estdo descritas na Tabela 8.

Tabela 8. Sequéncia e referéncia dos primers utilizados nas amplificagdes por PCR

Sequéncia Referéncia

3F Kim f (5' CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG 3'
matK Rl ) SUGITA et al,, 1985; AVRAHAM et al., 1995
IR kimr (SACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC 3')

rbeLa f (5 AGTTCACCACAAACAGAGACTAAAGC 3') MORTON ez al., 1993; KRESS &
rbeLa 1 (5 GTAAAATCAAGTCCACCCCRCG3) ERICKSON, 2009

rbcL

bA-trnH psbA (5 CGAAGCTCCATCTACAAATGG 3') SANG et al.. 1997
sbA-trn etal.,
p trnH (5' ACTGCCTTGATCCACTTGGC 3')

trnL F (5' CGAAATCGGTAGACGCTACG 3'
trnL ( : TABERLET et al., 1991
trnL R (5' GGGGATAGAGGGACTTGAAC 3)

K F (5' GTGATATGGAAGAACGTGG 3'
PRK Pk E( ) LEWIS & DOYLE, 2002
prK R (5' ATTCCAGGGTATGAGCAGC 3')

RPB2 F (5' CAACTTATTGAGTGCATCATGG 3'
RPB2 (7 CAAC oAG ) LIU et al., 1999; RONCAL et al., 2005
RPB2 R (5' CCACGCATCTGATATCCAC 3')

ITS1 (5' TTCCGTAGGTGAACCTGCGG 3')
ITS ( WHITE et al., 1990
ITS4 (5' TCCTCCGCTTATTGATATGC 3')

PCRs das regides psbA-trnH, matK, rbcL e trnL

Para as PCRs dos marcadores psbA-trnH, matK, rbcL, trnL-trnF, foi utilizado o seguinte
protocolo, por reagdo: Tampao [(10X Platinum HF com Mg 600mM, Tris-SO4+ (pH 8,9), 180mM
(NH4)2S04, 20mM MgSO04)] na concentracdo de 1X; dNTPs a 0,2 mM; BSA a de 0,2 mg/mL;
Primers forward e reverse a 0,25 uM cada; O respectivo primer reverse na concentragido de 0,25 uM;

1U de Taq DNA polimerase, DNA na concentragdo de 5 ng/uL e 4dgua ultrapura. O volume total de
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cada reacao foi de 15,0 pL. Foi utilizado o seguinte programa no termociclador: um ciclo inicial de 2
min a 95°C, 35 ciclos de 30s a 95°C, 1min na temperatura de anelamento adequada, € 7 min a 72°C,
seguidos de um ciclo final de 1min a 72°C. A temperatura de anelamento para cada par de primer foi

de 52°C para psbA-trnH e rbcL, 46°C para matK, 54°C para trnL.

PCRs das regides ITS, RPB2 e PRK

Para as PCRs da regido ITS, RPB2 e PRK foi utilizado o seguinte protocolo, por reagdo:
Tampao [(10X Platinum HF com Mg 600mM, Tris-SO4 (pH 8,9), 180mM (NH4)2SO4, 20mM
MgSO04)] na concentragdo de 1X; dNTPs na concentragdo de 0,2 mM; BSA na concetragdo de 0,2
mg/mL; O respectivo primer forward no concentragao de 1,0 uM; O respectivo primer reverse no
concentragdo de 1,0 uM; 1U de Taq polimerase, DNA na concentracdo de 5 ng/uL; Etilenoglicol na
concentracio de 6,66% e Trehalose na concentracdo de 3x10° mM. O volume total de cada reacdo
foi de 15,0 pL. Para o marcador ITS foi utilizado o seguinte programa no termociclador: um ciclo
inicial de 2 min a 95°C, 35 ciclos de 20s a 95°C, 30s a 60°C € 1min a 72°C e um ciclo final 7 1min a
72°C. Para o marcador PRK foi utilizado o seguinte programa no termociclador: um ciclo inicial de 2
min a 94°C, 35 ciclos de 20s a 94°C, Imin a 56°C e 2min a 72°C e um ciclo final de 7min a 72°C.
Para o marcador RPB2 foi utilizado o seguinte programa no termociclador: um ciclo inicial de 2 min

a 94°C, 35 ciclos de 20s a 94°C, Imin a 54°C e 2min a 72°C ¢ um ciclo final de 7min a 72°C.

A eficacia da amplificagdo foi avaliada em gel de agarose 1%, corado com brometo de etidio
e visualizados em transiluminador de luz ultravioleta (UV). O tamanho das sequéncias amplificadas

em pares de base foi averiguado em comparagdo com marcador ladder 1Kb.

Purificacdo dos produtos de PCR com as enzimas Exonuclease I (EXO I) e Shrimp
Alkaline Phosphatase (SAP).

Foi feita a purificagdo dos produtos de PCR com um coquetel contendo as enzimas EXO I
para digerir o excesso de primers e SAP para degradar o excesso de nucleotideos provenientes da
PCR. Cada produto de PCR foi purificado com 2 pL. de solugdo contendo 0,725 uL de Tris (pH 8,
50mM); SAP na concentracdo de 0,25 U/uL e EXO I na concentragao de 0,25 U/uL por 45 min a

37°C, seguido de 20 min a 80°C para inativacao das enzimas.
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Reacdo de sequenciamento.

As amplificagdes das fitas forward e reverse foram realizadas separadamente conforme o
protocolo seguinte para cada rea¢dao: Tampao (10X) na concentragdo de 1,8 X; 0,5 uL de BigDye 3.1,
(Applied Biosystems); 1,0 uL do produto da purificagdo com as enzimas Exo I ¢ SAP; um dos
primers utilizado para fazer a amplificagdo do gene barcode (uma reagdo com o primer do sentido
forward e outra reacdo com o primer do sentido reverse) na concentragdo de 0,5mM; e agua
ultrapura. O volume total de cada reagdo foi de 10,0 uL.

Para as PCRs realizadas com os primers de ITS foi utilizado o seguinte programa no
termociclador: 96 °C por 1 min, 35 ciclos de 10s a 96°C, 4 min a 60°C. Para as PCRs realizadas com
todos os outros primers foi utilizado o seguinte programa no termociclador: 96 °C por 1 min, 35

ciclos de 10s a 96°C, 15s a 50°C e 4 min a 60°C.

Purificacdo das reacdes e sequenciamento.

Foi utilizado o protocolo de precipitagdio com etanol/etilenodiaminotetracético
(EDTA/Acetato de Sddio) para purificagdo da PCR. Foram adicionados 2,5 pL. de EDTA (125 mM)
em cada pocgo, seguido de spin. Entdo, foram adicionados 30 pL de etanol 100% em cada pogo. Os
pocos foram selados com fita selante. A placa foi invertida cinco vezes para misturar e depois foram
deixadas em local escuro por 20 min. A placa foi centrifugada a 2700 xg (r.p.m. maximo) por 30 min,
a 4 °C. A fita selante foi removida. Gentilmente o excesso de dlcool sobrenadante foi removido por
inversdo. A placa foi invertida sobre papel absorvente e centrifugada a 180 xg por 10 s para remocao
do alcool. Foram adicicionados 75 pL de etanol 70% em cada pogo. A placa foi centrifugada a 2700
xg por 10 min, a 4 °C. Gentilmente o excesso de alcool sobrenadante foi retirado por inversdo. A
placa foi invertida sobre papel absorvente e centrifugada a 180 xg por 10 s para remover o alcool. A
placa foi levada a um evaporador a vacuo (Eppendorf dryer) por 5 min. As amostras foram
ressuspensas em 50 pL de solugcdo 0,05 mM de EDTA. A placa foi cuidadosamente submetida a um

vortex, seguido por um spin em uma centrifuga.

Em seguida as amostras foram sequenciadas em analisador automatico de DNA ABI 3730 —

(Applied Biosystems).
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Analises das sequéncias.

Todas as sequéncias obtidas foram analisadas, alinhadas e editadas utilizando-se o programa
Chromas Pro v1.5, 2003-2009 (Technelysium Pty). Através da andlise visual dos eletroferogramas, as
sequéncias de qualidade foram selecionadas e analisadas conjuntamente no programa BioEdit
Sequence Alignment Editor v7.0.8.0, 1997-2007 (HALL, 1999), através da interface com o programa
ClustalW multiple sequence alignment (HIGGINS et al., 1988). Terminais que contribuiram
significativamente para eventuais incongruéncias foram excluidos das andlises. As sequéncias
obtidas foram alinhadas com o programa MAFFT versdo 7 (Multiple alignment program for
nucleotide sequence) (KATOH & STANDLEY, 2013). O programa Mesquite (V3.01) (MADDISON
& MADDISON, 2014) foi utilizado para transformar os dados para o programa MrBayes 3.0
(RONQUIST & HUELSENBECK, 2003), e para o programa PAUP 4.0 (SWOFFORD, 2002).

Modelo de Kimura 2-parametros (Kimura-2P)

Analise da probabilidade das substitui¢des nucleotidicas

Utilizando-se o programa MEGA 6.06 (TAMURA et al, 2013), foram calculadas as
frequéncias nucleotidicas, probabilidades de transi¢cdes e transversdes, com calculos das taxas K;
(transigdes/transversdes) para purinas e K, (transversdes/transi¢cdes). Também foram calculados o
numero de sitios conservados, o numero de sitios varidveis e o namero de sitios filogeneticamente

informativos.

Cilculo das Distancias Intraespecificas e Interespecificas

Com o programa MEGA 6.06 (TAMURA et al., 2013), utilizando-se o modelo evolutivo
Kimura 2 parametros (KIMURA, 1980), foram calculadas as distancias intraespecificas e
interespecificas das espécies analisadas. A distancia intraespecifica foi obtida pela média aritmética
das distancias entre pares de individuos dentro de cada espécie. O numero de individuos por espécie
variou nas analises de cada marcador. A diversidade interespecifica foi obtida pela média aritmética
das distancias aos pares entre individuos de diferentes espécies. Dessa forma, as divergéncias

interespecificas foram obtidas pelo célculo da média aritmética dos valores de distancia de todos os
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possiveis pares de grupos. Através do programa MEGA 6.06 (TAMURA et al., 2013) foram geradas
matrizes de distancias para as diferentes espécies par a par. A partir dos valores das distancias,
graficos de distribuicdo e frequéncia das variacdes intraespecificas e interespecificas foram
construidos no Microsoft Office Excel para visualizacdo dos resultados de todos os conjuntos de

dados.

Construcio das arvores de Inferéncia Bayesiana (IB), Maxima Parciménia (MP) e
Maxima Verossimilhanca (MV)

As arvores foram construidas para os marcadores matk, rbcL, trnL, psbA-trnH, ITS e PRK
utilizando-se os métodos de Inferéncia Bayesiana (IB), Maxima Parciménia (MP) e Maxima
Verossimilhanca (MV). As arvores de IB foram geradas no programa MrBayes 3.2.6 (RONQUIST &
HUELSENBECK, 2003) e visualisadas no programa Fig Tree v1.4.2 (RAMBAUT, 2014). As
arvores de Maxima Parcimonia foram geradas no programa PAUP 4.0 (SWOFFORD, 2002) e
visualisadas no programa Fig Tree v1.4.2 (RAMBAUT, 2014). As arvores de MV foram
construidas utilizando-se o programa MEGA 6.06 (TAMURA et al., 2013), e o melhor modelo de
evolugcdo molecular, GTR = General Time Reversible, foi selecionado utilizando-se o programa
jModelTest 2.1.9 (POSADA, 2008). O teste de confianga de suporte dos noés das arvores foi o
bootstrap (FELSENSTEIN, 1985), com 1000 repeti¢des nas arvores de MV e MP, e de probabilidade

posterior nas arvores de IB.

RESULTADOS

Amplificacdo e sequenciamento das amostras de Atfalea.

Primeiramente foram realizadas PCRs e reagdes de sequenciamento com quatro amostras
de cada espécie, além das dez amostras de herbario. O primer RPB2 ndo apresentou
amplificacdo com nenhuma amostra em todas as espécies. Os primers matK, rbcL, trnL, psbA-
trnH, PRK e ITS funcionaram para varias amostras, e a partir destas sequéncias, foram geradas
arvores Bayesianas. Estas arvores foram analisadas quanto a eficacia na diferenciagdo das
espécies. As regides matK, rbcL trnL nao apresentaram poder discriminatério eficiente. Em
decorréncia disso, ndo foram feitas novas amplificagdes com as demais amostras das sete

espécies para estes trés locos. As arvores geradas para os primers psbA-trnH, PRK e ITS
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apresentaram potencial de discrimina¢do interespecifico, por esta razdo, foram realizadas novas

PCRs com o niimero total de amostras que variou entre 16 e 20 por espécie.

A taxa de sucesso das amplificacdes e sequenciamento das amostras de Attalea foi abaixo do
esperado, mesmo apds tentativas de otimizagdo de protocolos, principalmente com os primers que
apresentaram potencial para barcode. Foram realizadas trés extracdes de DNA, sendo testado um
protocolo de sorbitol (RUSSEL et al., 2010; SOUZA et al., 2012). A extragdo com sorbitol ndo
melhorou o resultado das amplificacdes. As reagdes de PCR e sequenciamento foram repetidas duas
vezes para os marcadores matK, rbcL e trnL e sete vezes para os marcadores psbA-trnH, ITS, PRK e
RPB2. Essas repeticdes foram realizadas com diferentes amostras de dilui¢do dos reagentes, com o

objetivo de agregar o maior nimero amostral das espécies nas analises.

As amostras de Attalea teixeirana foram agregadas ao trabalho. Para isso, foram realizadas
PCRs e reagdes de sequenciamento com 13 amostras e os seis locos que apresentaram amplificagao
anteriormente. Além disso, nestas reagdes foram acrescentadas duas amostras de A. speciosa e duas
amostras de 4. eichleri que foram coletadas juntamente com as amostras dos hibridos.

Poucas amostras foram agregadas nas arvores finais. A eficdcia das amplificagdes foi
calculada em porcentagem e estd demonstrada na Figura 18. A quantidade de amostras das
espécies de Attalea que obtiveram amplificagdes de alta qualidade foi insatisfatoria. Em PCRs
realizadas com os marcador nuclear ITS muitas vezes, ao examinar-se o gel de agarose, a
amplificagdo foi tida como bem sucedida. No entanto, ao realizar-se o sequenciamento, observaram-

se sequéncias que, ao serem comparadas no GenBanK foram identificadas como DNA de fungos.
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A. speciosa
matK rbcL trnL psbA-trnH

99

A. barreirensis
matK rbcL trnL psbA-trnH

L6
2906

ITS PRK
A. eichleri

matK rbcL trnL psbA-trnH ITS

09900

A. funifera
matK rbcL trnL psbA-trnH

0008699

[ Porcentagem das amostras que amplificaram sequéncias de qualidade usadas no estudo.
0 Porcentagem das amostras que ndo amplificaram sequéncias de qualidade.

Figura 18. Eficicia da amplificacdo das sequéncias por marcador utilizado para as espécies 4.
speciosa, A. barreirensis, A. eichleri e A. funifera.

58




A. maripa

matK rbcL trnL psbA trnH PRK
A. phalerata
matK rbcL trnL psbA-trnH ITS PRK

PD99DE

A. vitrivir
matK rbcL trnL psbA-trnH ITS PRK

006996

A. teixeirana (hibridos de A. speciosa e A. eichleri)
matK rbcL trnL psbA-trnH

290006

@ Porcentagem das amostras que amplificaram sequéncias de qualidade usadas no estudo.
0 Porcentagem das amostras que ndo amplificaram sequéncias de qualidade.

Figura 18 (continuacio). Eficacia da amplificacdo das sequéncias por marcodor utilizado para as
espécies A. maripa, A. phalerata, A. vitrivir € A. teixeirana.

As sequéncias geradas com todas as amostras analisadas para cada marcador utilizado podem
ser observadas no anexo V (paginas 121-149).
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Frequéncias nucleotidicas.

As frequéncias nucleotidicas, por marcador barcode, estdo relacionadas na Tabela 9. A

quantidade de bases puricas, bases pirimidicas, transi¢des, transversdes, a razdo das taxas de

transi¢des/transversdes, a razao das taxas de transversdes/transicdes com seus respectivos valores de

viés, estdo relacionados na Tabela 10. O numero total de bases das sequéncias por marcador, de sitios

conservados, de sitios varidveis e de sitios filogeneticamente informativos por marcador estdo

relacionados na Tabela 11. A probabilidade de substituicdes nucleotidicas em valores percentuais,

calculadas para todas as amostras por loco de acordo com o modelo de substituicdo de Tamura-Nei

(2004), indicando as taxas de transigoes e transversoes estao indicados na Tabela 12.

Tabela 9. Porcentagem de bases das sequéncias analisadas por marcador utilizado. Célculos
realizados no programa MEGA 6.06.

A T C G
matK 35,85% 29,56% 16,28%  18,31%
rbcL 27,37% 29,00% 21,65%  21,62%
trnL 37,92% 27,36% 15,59%  19,12%
psbA-trnH 28,37% 39,39% 14,95%  17,29%
ITS 19,77% 11,80% 32,79%  35,64%
PRK 32,47% 30,13% 16,69%  20,70%

Tabela 10. Porcentagem de bases puricas, bases pirimidicas, transi¢des, transversoes. Razao das

taxas de transi¢des/transversdes, das taxas de transversoes/transi¢des por marcadores com seus

respectivos valores de viés. Calculos realizados no programa MEGA 6.06.

Purinas Pirimidinas Transi¢coes Transversoes k; k, Viés
purinas pirimidinas

matK 54,16% 45,84% 74,19% 25,8% 10,614 0 2,806
rbeL 48,99% 50,65% 20,42% 79,58% 0 1,013 0,254
trnL 57,04% 42,95% 75,96% 24,04% 4,69 8,495 2,867
psbA-trnH  45,66% 54,34% 34,48% 65,56% 1,383 0,774 0,457
ITS 55,41% 44,59% 73,29% 26,71% 5,74 5,177 2,448
PRK 53,17% 46,82% 78,85% 21,14% 7,714 7,781 3,509
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Tabela 11. Numero total de bases das sequéncias por marcador. Numero total de sitios conservados,
de sitios vaidveis e de sitios filogeneticamente informativos por marcador. Calculos realizados no
programa MEGA 6.06.

Total de Sitios Sitios Sitios filogeneticamente
bases conservados variaveis informativos
matK 566 559 6 2
rbeL 490 481 5 0
trnL 469 455 7 1
psbA-trnH 446 503 29 7
ITS 340 246 65 27
PRK 531 438 85 31

Tabela 12. Probabilidade de substitui¢des nucleotidicas, em valores percentuais, calculadas para
todas as amostras, por loco, de acordo com o modelo de substitui¢cdo de Tamura-Nei (2004). Valores
em negrito indicam transi¢des, em italico transversdes, calculos realizados no programa MEGA 6.06.

A T C G
A - 3,81 21 25,08
T 4,63 - 0 236
matK C 4,63 0 i 236
G 49,11 3,81 21 -
A - 11,54 8,61 0
bl T 11,03 : 8,73 8,61
C 11,03 11,69 . 8,61
G 0 11,54 8,61 :
A i 3,29 1,87 10,77
L T 4,56 : 15,91 23
C 4,56 27,92 . 23
G 21,36 3,29 187 -
A - 12,91 4,9 7,84
psbA-trnH c ﬁj 9,99 P ?ﬁ??
G 12,86 12,91 4,9 :
A i 1,58 4,38 27,31
T 2,64 : 22,67 476
ITS ’ : ’
C 2,64 8,16 . 4,76
G 15,15 158 438 :
A - 3,19 1,76 15,7
T 3,43 : 13,73 2,19
PRK C 3,43 24,79 i 2,19
G 24,63 3,19 1,76 :
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Cailculo das distancias Intraespecificas e Interespecificas.

As matrizes das distancias genéticas K2P para os marcadores matK, rbcL, trnL, psbA-trnH,
PRK e ITS podem ser visualizadas no Anexo III (paginas 96-109). Somente os marcadores psbA-
trnH, ITS e PRK apresentaram média dos valores das distancias interespecificas diferentes de zero
(Tabela 13). Nestes trés marcadores, as médias interespecificas encontradas foram maiores que as
médias intraespecificas. Apesar da média das distancias intraespecificas e interespecificas do
marcador psbA-trnH terem sido proximas a zero, foram gerados para este marcador graficos de
distancia, devido a ser o unico marcador plastidial que mostrou a formacao de clados nas arvores

Bayesianas.

Tabela 13. Médias das distancias par a par das amostras de Attalea e Cocos nucifera (outgroup).

Intraespecifica Interespecifica Com outro Género
(Cocos nucifera)

matK 0,000 0,000 0,01

rbeL 0,000 0,000 0,00

trnL 0,000 0,000 0,00

psbA-trnH 0,003 0,0035 0,02

ITS 0,003 0,068 0,22

PRK 0,003 0,020 0,06
psbA-trnH

As estimativas de distancias par a par entre as sequéncias de Attalea geradas para o marcador
psbA-trnH estd no Anexo III, Tabela 20 (Paginas 103-104). As distancias genéticas médias
intraespecificas variaram de 0 a 0,006, e as distancias genéticas médias interespecificas variaram de
0 a 0,008 (Figura 19). As distancias par a par intraespecificas geradas com o marcador psbA-trnH
para a espécie A. maripa nao foi calculada devido a analise s6 apresentar um exemplar desta espécie.
A distancia K2P intraespecifica média foi de 0,003. A distdncia K2P interespecifica média foi de
0,0035. E possivel observar que para as espécies A. eichleri e A teixeirana, as médias das distancias

intraespecificas foram maiores que a média das distancias interespecificas (Figura 20).
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psbA-trnH - Distancias de Kimura - 2P

ot

g 0009 0,008

(1]

= 0,008

a 0007 0,006

8 0006 0,005 0,005 0,005
% 0,005

] 0,004 0,003 0,003 0,003 0,003

= 0,003 0,002 0,002 0,002 0,002

S 0002 (o1

o 0,001 0

=

\Q 0

= A. speciosa A. A. eichleri  A. funifera A. maripa A. phalerata A.vitrivir A. teixeirana

barreirensis

B Intraespecifica B [nterespecifica

Figura 19. Distancias médias K2P intraespecificas e interespecificas por espécie de Attalea para o
marcador psbA-trnH.
Na distribuicdo das frequéncias das distancias K2P para o marcador psbA-trnH observa-se

uma sobreposicao de valores nos intervalos 0,002 e 0,003 (Figura 20).

psbA-trnH - Frequéncias das distancias de Kimura - 2P

35 Sobreposi¢ao

3 [ |
2,5
B Intraespecifica
1,5
n B [nterespecifica
0

0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006 0,007 0,008

Frequéncia
(38}

Intervalo das médias das distancias

Figura 20. Distribuicdo das frequéncias das distancias médias K2P intraespecificas e interespecificas
para o marcador psbA-trnH.

PRK

As estimativas de distancias par a par entre as sequéncias de Attalea geradas para o marcador
PRK, estd no Anexo III, Tabela 22 (paginas 106-109). As distancias genéticas médias
intraespecificas variaram de 0 a 0,003, e as distancias genéticas médias interespecificas variaram de
0 a 0,029 (Figura 21). As distancias par a par intraespecificas geradas com o marcador PRK para as

espécies A. vitrivir, A. phalerata, A. allenii, A. cuatrecasana, A. cohune e A. oleifera nao foram
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calculadas devido a analise s6 apresentar um exemplar de cada uma destas espécies. A distancia K2P
intraespecifica média foi de 0,003. A distancia 2P interespecifica média foi de 0,02. E possivel
observar que para todas as espécies, as médias das distancias intraespecificas foi menor que a média

das distancias interespecificas (Figura 22).

PRK - Distancias de Kimura - 2P

0,035
0,029
i 0,03
& 0025 0,021
: 0,018
s 002 0017 0,016 0,016
= 0,013 0,013 0,014 0,014
@ 0,015 0,012 0,012 0,012
‘é 001 0,004
E 0,005 0,003 0,003 0,003
=
<
© o
S & o & & & &
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B Intraespecifica M [nterespecifica B

Figura 21. Distancias médias K2P intraespecificas e interespecificas por espécies de Attalea para o
marcador PRK.

Na distribui¢do das frequéncias das distancias K2P para o marcador PRK observa-se uma

sobreposicdo de valores no intervalo 0,01 a 0,014 (Figura 22).

PRK - Frequéncias das distancias de Kimura -2P

12
c 10 Sobreposicdo
T g
3
% Z ® [ntraespecifica
= ‘ I B [nterespecifica
2 p
: -

0,0049 0,009 0,014 0,019 0,024 0,03
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025

Intervalo das médias das distincias

Figura 22. Distribuicdo das frequéncias das distancias médias K2P intraespecificas e interespecificas
para o marcador PRK.

ITS
As estimativas de distancias par a par entre as sequéncias de Attalea geradas para o marcador

ITS, estda no Anexo III, Tabela 21 (pagina 105). As distdncias genéticas médias intraespecificas
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variaram de 0 a 0,02 e as distancias genéticas médias interespecificas variaram de 0,05 a 0,1 (Figura
23). As distancias intraespecificas para as espécies A distdncia K2P intraespecifica média foi de
0,003. As distancias par a par intraespecificas geradas com o marcador ITS para as espécies A.
funifera e A. phalerata ndo foram calculadas devido a analise s apresentar um exemplar de cada
uma destas espécies. A distancia K2P interespecifica média foi de 0,068. E possivel observar que
para todas as espécies, as médias das distancias intraespecificas foi menor que a média das distancias

interespecificas (Figura 24).

7
2 015 ITS - Distancias de Kimura - 2P
=
23
L= 0,1
» 3
S8 0,05
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:g 0,05 0,02
D
=

A. speciosa A. A.eichleri  A. funifera A. phalerata  A. vitrivir

barreirensis

B [ntraespecifica B [nterespecifica

Figura 23. Distribuicdo das frequéncias das distancias médias K2P intraespecificas e interespecificas
para o marcador ITS.

Na distribuicdo das frequéncias das distancias K2P para o marcador ITS observa-se um
intervalo entre a maior frequéncia de valor médio de distancias intraespecificas e a menor frequéncia
de valores médios de distincias interespecificas - intervalo de 0,02 a 0,05 (Figura 24). Este

intervalo, chamado barcoding gap, apresentou-se somente no marcador ITS.

ITS - Frequéncias das distancias de Kimura - 2P
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Figura 24. Distribui¢do das frequéncias das distdncias médias K2P intraespecificas e interespecificas
para o marcador ITS.
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Analise Bayesiana

Nas arvores geradas por IB com os primers matK, rbcL e trnL observa-se que as diferentes
amostras de Attalea ndo foram agrupadas de forma a separar as espécies (Figuras 25, 26 e 27). A
arvore de IB gerada a partir do marcador psbA-trnH separou as espécies A. funifera e A. phalerata
(colchete azul, Figura 28), no entanto, uma amostra de herbario de A. phalerata esta localizada fora
deste clado (colchete vermelho, Figura 28). As demais espécies avaliadas incluindo todos os hibridos
agruparam-se.

Na arvore de IB gerada para o marcador ITS observa-se um clado significativo com todas as
amostras de A. barreirensis e a Gnica amostra de A. funifera que amplificou (colchete azul, Figura
29). As espécies A. speciosa, A. eichleri e A vitrivir agruparam-se em um clado unico (colchete
vermelho, Figura 29). A Unica amostra de 4. phalerata que amplificou foi separado em um clado
significativo (colchete verde, Figura 29).

Na arvore de IB gerada para o marcador PRK observa-se uma separacao muito clara de um
clado com significancia para a espécies A. funifera (colchete azul, Figura 30). Um clado signifivativo
foi formado com todas as amostras de A. maripa (colchete vermelho, Figura 30). As amostras de A4
barreirensis se dividiram em dois clados (colchete verde e amarelo, Figura 30). Observa-se também
que o primeiro clado de 4. barreirensis se agrupa, com baixa significancia, com o clado de A. maripa

(colchetes verde e vermelho, Figura 30).
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matK - 1B

— A. phalerata - UB238
—— A. speciosa - UB10110
—— A. phalerata - HQ265548.1
—— A. butyracea - JQ586691.1
—— A. rostrata - GQ981943.1
— A. allenii - AM114636.1
— A. teixeirana - hib - BA1
1 — A. teixeirana - hib - BA39
—— A. teixeirana - hib CT01
—— A. teixeirana - hib - CT02
—— A. teixeirana - hib - CT37
—— A. teixeirana - hib - CT38
— A. speciosa - CT46
— A. speciosa - CT47
—— A. teixeirana - hib - LA19
—— A. eichleri - UB1091
—— A. vitrivir- CEN10759
—— A. barreirensis - B15
—— A. barreirensis - B16
A. barreirensis - B17
—— A. eichleri - E18
—— A. eichleri - E19
095 [ A.funifera-7
’ A. funifera -10
—— A. funifera - 5
—— A . marpa - 10
— A. maripa - 15
—— A. manpa - 16
—— A. phalerata - P36
- A speciosa - S4
0 A A. speciosa - /?1/7
T A. phalerata - P30
A. teixeirana - hib - CT22
Cocos nucifera - HQ265564 .1

0.04

Figura 25. Arvore filogenética de Inferéncia Bayesiana gerada a partir de sequéncias do gene matK,
mostrando relagdes entre algumas espécies do género Attalea. Todos os valores de probabilidade
posterior foram significativos (maiores que 90%). Cocos nucifera (HQ265564.1) foi utilizado como
outgroup.
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rbcL- 1B

— A. eichleni - UB1091
—— A. phalerata - UB238

A. speciosa - UB10110

A. barreirensis - UB36868
— A. speciosa - CEN58039
—————— A. maripa - CEN12546

A. barreirensis - B15

A. barreirensis - B16

A. ban'e{rensis -B17

A. eichleri - E17
———— A, eichleni - E18
———— A, eichleri - E19
L A. funifera - 7
— A, manpa - 10
A. manpa - 15
————— A. phalerata - P12
1 f———A. phalerata - P30
—————— A. phalerata - P36
—————— A. speciosa - S5
—— A. speciosa - S4
—— A, allenii - AJ404829.1
———— A. butyracea - JQ590420.1
————— A. rostrata - GQ981675.1
———— A, teixeirana - hib - BA1
- A. teixeirana - hib - BA4
1 A. teixeirana - BA39
A. teixeirana - hib - CT01
A. teixeirana - hib - CT02
A. teixeirana - hib - CT20
A. teixeirana - hib - CT37
A. teixeirana - hib - CT22
A. teixeirana - hib - CT38
————— A. speciosa - CT46
A. eichleri - ES22
L Cocos nucifera - AY012507.1

0.03

Figura 26. Arvore filogenética de Inferéncia Bayesiana gerada a partir de sequéncias do gene rbcL,
mostrando relagdes entre algumas espécies do género Attalea. Todos os valores de probabilidade
posterior foram significativos (maiores que 90%). Cocos nucifera (AY012507.1) foi utilizado como
outgroup.
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trnlL- 1B

— A. allenii - AJ241312.1

— A. teixeirana - hib - BA1

— A. barreirensis - B15

—— A. barreirensis - B16

—— A. eichleri - E18

1 —— A. eichleri - E19

A. maripa - 10

— A. phalerata - P12

— A. phalerata - P30

— A. phalerata - P36

— A. speciosa - S4

— A. speciosa - S5

— A. speciosa - S17

—— A. barreirensis - UB36868
A. bamreirensis - CEN52072
0,9153 — A. eichleri - UB1091

— A. phalerata - UB238

— A. speciosa - UB10110

A. vitnvir- CEN10759
—— A. barreirensis - B17

— A. crassispatha - AJ241321.1
— A. phalerata - HQ265783.1
—— A. teixeirana - hib - CT01
—— A, teixeirana - hib - CT02
—— A. eichleri - CT07

—— A. teixeirana - hib - CT20
—— A. teixeirana - hib - CT22
—— A. teixeirana -hib - CT37
— A. speciosa - CT46

— A. speciosa - CT47

Cocos nucifera - AM113647 .1

0.05

Figura 27. Arvore filogenética de Inferéncia Bayesiana gerada a partir de sequéncias do gene frnL,
mostrando relagdes entre algumas espécies do género Attalea. Todos os valores de probabilidade
posterior foram significativos (maiores que 90%). Cocos nucifera (AM113647.1) foi utilizado como
outgroup.
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psbA-trnH- 1B

—

— A. funifera -7
—— A. funifera - 15
— A. phalerata - P12
— A. phalerata - P36___
1 — A. barreirensis - B17

——— A. eichleri - E18

— A. maripa - 12

— A. speciosa - S4

— A. speciosa - S5

— A. speciosa - S17

— A, teixeirana hib - BA1
0,86 eichleri- BA4
—L A. teixeirana - hib - FZ12
— A. speciosa - CT47

— A. vitrivir - 2BM

— A. vitrivir - 1BM

— A. vitrivir - 2M1

— A. vitrivir - 1M1

— A. eichleri - UB1091

— A. vitrivir - CEN10759

— A. phalerata - UB238 :]

—— A. speciosa - UB10110

— A. barreirensis - UB36868

— A. teixeirana - hib - CT01

— A. teixeirana - hib CT37

ﬂﬁ A. teixeirana - hib - CT02
A. eichleri - CTO7
A. teixeirana- hib - CT20
A. barerirensis - B16
1 —|_— A. eichleri - E17
—— Cocos nucifera - GQ435464 .1

0,83

0,84

0.06

Figura 28. Arvore filogenética de Inferéncia Bayesiana gerada a partir de sequéncias do gene psbA-
trnH, mostrando relagdes entre algumas espécies do género Attalea. Todos os valores de
probabilidade posterior foram significativos (maiores que 90%). O colchete azul destaca o clado com
as espécies A. funifera e A. phalerata. O colchete vermelho destaca uma amostra de 4. phalerata de
herbario. Cocos nucifera (GQ435464.1) foi utilizado como outgroup.
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ITS-1B

~ A. speciosa - S4 -
- A. speciosa - S5
- A. speciosa - S17
- A. eichleri - E19
. L A. eichleri - E18
- A. vitrivir - 2BM
A. vitrivir - 2M1
E‘ﬁ A. vitrivir - 1BM
A. vitrivir - TM1 -
- A. funifera - 11
A. barreirensis - BS
A. barreirensis - B7
| A. barreirensis - B1
0.60 A. barreirensis - UB36868
A. barreirensis - B8
1 A. barreirensis - B6
07 L A. barreirensis - B4
A. phalerata - P30 -
! Cocos nucifera - HQ265515.1
0.2

Figura 29. Arvore filogenética de Inferéncia Bayesiana gerada a partir de sequéncias do gene ITS,
mostrando relagdes entre algumas espécies do género Attalea. A maioria dos valores da
probabilidade posterior foram significativos (maiores que 90%) O colchete vermelho destaca o clado
com as espécies A. speciosa, A. eichleri e A. vitrivir. O colchete azul destaca o clado com as espécies
A. funifera e A. barreirensis. O colchete verde destaca o clado com a espécie 4. phalerata. Cocos
nucifera (HQ265515.1) foi utilizado como outgroup.
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PRK - IB — A. barreirrensis - B3
1 S 913 barreirensis - B5
\ A. barreirensis - B6

— A. barreirensis - B8
0.52 —— A. barreirensis - B9
— A, manpa - 1

081—— A marnipa -5
1 +—A. maripa - 6
— A.manpa -7
— A. manpa - 4

— A. funifera - 1 -
— A. funifera - 2
— A. funifera - 3

0.56 A. ﬁn@fa - 4
I L Mayy 7
A. funifera - 10
—— A. funifera - 5
1 — A. funifera - 8
—— A, funifera - 9
q —— A. funifera - 12
- A. oleifera - AY601238.1 =
—— A. cohune - AY601239.1
0.69}——— A, cuatrecasana - AY601241.1
—— A. allenii - AJ831346.1
A. phalerata - AY601240.2
— A. eichleri - CT07
— A. teixeirana - hib - CT22
0.97|~ A- speciosa - CT46
A. teixeirana - hib - CT02
— A. vitrivir - 8BM
— A. speciosa - AY601245
1 — A, eichleri - E04
—— A. teixeirana - hib - CT16
A. speciosa - UB10110
- A, speciosa - S6
— A. speciosa - S7
— A. speciosa - S9
——— A. speciosa - S3

A. speciosa - S4

— A. eichleri - E11
096 [ A. barreirensis - 4
: A. barreirensis - 7

0.72— A, barreirensis - B10
09
_{_— A. barreirensis - B11

0,81— A. barreirensis - BO1
—L(ﬂaneirensis - B02
1 A. barreirensis - B12

Cocos nucifera - AY601235.1

0.2
Figura 30. Arvore filogenética de Inferéncia Bayesiana gerada a partir de sequéncias do gene PRK,
mostrando relagdes entre algumas espécies do género Attalea. A maioria dos valores da
probabilidade posterior foram significativos (maiores que 90%). O colchete vermelho destaca o clado
com a espécie 4. maripa. O colchete azul destaca o clado com a espécie 4. funifera. Os colchetes
verde e amarelo destacam os clados com a espécie 4. barreirensis. Cocos nucifera (AY601235.1) foi
utilizado como outgroup.
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Analise por Maxima Parcimonia

As arvores de MP ndo apresentaram agrupamentos com diferengas significativas das arvores
de IB. As arvores geradas podem ser observadas no anexo IV (paginas 110-120). Estas arvores foram
analisadas e geraram caracteristicas conforme apresentado na tabela 14.

O marcador psbA-trnH apresentou uma regido com grande presenga de inser¢des e delegoes,
o que gerou um grande numero de gaps na andlise final (Anexo V, pagina 140). As amostras
retiradas do GenBank, A. speciosa (KC924916. 1) e A. phalerata (KC924913. 1), apresentaram
porcdo terminal de suas sequéncias justamente nesta regido, como nao ¢ possivel determinar quais
sdo0 as bases que antecedem a por¢do terminal destas amostras, elas foram excluidas na construcao
das arvores. A matriz pshA-trnH alinhada mostrou-se rica em indels potencialmente informativos, os
quais foram codificados e acrescentados a matriz de dados utilizando-se o programa Fastgap 1.2
(BORCHSENIUS, 2009). Foi gerada uma nova arvore para fins de comparagado. Na arvore em que 0s
indels foram codificados, apesar de terem sido formados novos clados, ndo ocorreram separagdes

cladisticas importantes das espécies analisadas (Figura 31).

Tabela 14. Sumario das caracteristicas das sequéncias e das estatisticas das arvores (analises de
maxima parcimonia).

matK  rbcL  trnl  psbA-trnH  psbA-trnH  PRK ITS
(com gaps) (sem gaps)

Caracteristicas das sequéncias

N° de caracteres totais 604 342 471 517 529 531 340
N° de caracteres constantes 598 195 464 501 499 446 275
Sitios variaveis e nao informativos 4 80 6 11 20 54 38
Sitios informativos por parciménia 2 67 1 5 10 31 27

Estatistica das arvores

N° de arvores mais parcimoniosas 1 1 3 28 5000 16 1
Comprimento das arvores 6 220 7 20 37 111 78
Indice de consisténcia (IC) 1,0 0,82 1,0 0,90 0,86 0,81 0,94
Indice de Retencio (IR) 1,0 0,85 1,0 0,88 0,87 0,89 0,97
Indice de Retencido Rescalonado (RC) 1,0 0,70 1,0 0,79 0,75 0,73 0,92
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Andlise com MP com psbA-trnH:

64

|

ﬁ
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. barreirensis - B16

. eichleri - E17

. barreirensis - B17

. eichleri- E18

. funifera -7

. funifera- 15

. maripa - 12

. Speciosa - S4

. speciosa - S5
speciosa - S17

. phalerata - P12

. phalerata - P36

. vitrivir - 2BM

. vitrivir - 1BM

. vitrivir - 2M1

. vitrivir - 1M1

. eichleri - UB1091

. vitrivir - CEN10759

. phalerata - UB238
speciosa - UB10110
barreirensis - CEN36868
. teixeirana - hib BA1
teixeirana - hib - BA4

. teixeirana - hib - CT01
. teixeirana - hib - CT37
. speciosa - CT47

. teixeriana - hib - FZ12
. teixeirana - hib - CT02
. eichleri- CTQ7

. teixeirana - hib -CT20
Cocos nucifera - GQ435464 .1

k
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. barreirensis - B16

. eichleri - E17

. barreirensis - B17

. eichleri - E18

. funifera - 7

. funifera - 15

.maripa - 12

. Speciosa - S4

. speciosa - S5

. speciosa - S17

. teixeirana - hib- CTO01
. teixeirana - hib - BA4
. speciosa - CT47

. teixeirana - hib - FZ12

phalerata - P12
phalerata - P36

. vitrivir - 2BM

vitrivir - 1BM
vitrivir - 2M1

. vitnvir - 1M1
. eichleri - UB1091

vitrivir- CEN10759
phalerata - UB238
speciosa - UB10110

. barreirensis - UB36868
. teixeirana - hib - CT01
. teixeirana - hib - CT37
. teixeirana - hib - CT02
. eichlen - CTO7

. teixeirana - hib - CT20

Cocos nucifera - GQ435464 .1

Figura 31. Arvores filogenéticas de MP geradas a partir de sequéncias do marcador psbA-trnH. A

arvore da esquerda foi gerada sem considerar os gaps, enquanto que a arvore da direita foi gerada
com a atribui¢do numérica dos gaps. Cocos nucifera (GQ 435464.1) foi utilizado como outgroup. O
valor indicado acimo dos ramos indica a porcentagem de bootstrap.
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Maxima Verossimilhanca

As arvores de MV ndo apresentaram informacdes significativas diferentes das arvores de IB e

de MP. As arvores geradas podem ser observadas no Anexo IV (paginas 115-120).

DISCUSSAO

Em vista da escassez de estudos de barcode para o género Attalea, este trabalho representa
um esforco pioneiro no sentido de ampliar o banco de dados de sequéncias nucleotidicas
potencialmente informativas para auxiliar andlises de identificacdo taxonOmica nestas espécies. As
andlises filogenéticas moleculares levaram a mudangas dramaticas na classificagdo das palmeiras,
como mostra a compara¢do entre a primeira e a segunda edi¢cdes do Genera palmarum (UHL &
DRANSFIELD, 1987; DRANSFIELD et al., 2008). Elucidar regides barcode potencialmente uteis
para o género Attalea podem ajudar a fomentar a classificacdo taxondmica atual ou propor ajustes na

Ja existente.

Amplificacdo e sequenciamento das amostras de Atfalea.

O uso de sequéncias de DNA para a inferéncia da identidade taxondmica por barcode de um
grupo de espécies necessita de uma ampla amostragem de sequéncias. A baixa quantidade de
amostras com qualidade satisfatéria ocorre devido a problemas na etapa de extracdo de DNA ou na
etapa de sequenciamento, ou ainda devido a baixa qualidade da amostra utilizada.

A extracdo de DNA das amostras deste estudo foi repetida trés vezes, sendo uma delas feita
com o protocolo de sorbitol, portanto ¢ mais provavel que a baixa qualidade das amostras foliares
tenha sido a causa do baixo rendimento.

O DNA extraido pode ser utilizado para a amplificagdo tanto de fragmentos, como para
sequenciamento. Também ¢ possivel observar que a porcentagem de amplificacdo das amostras com
os marcadores plastidiais foi expressivamente maior do que a amplificagdo observada com os
marcadores nucleares (Figura 18). Como os marcadores barcode nucleares podem ser utilizados com
praticamente todos os seres vivos, nas analises com marcador ITS observou-se a contaminagdo de
muitas amostras com fungos.

Uma dificuldade que a amplificagcdo com os marcadores pode ter apresentado se deve ao fato

do DNA estar degradado. Outro problema se deve ao isolamento de polissacarideos, fenodis e
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compostos secundarios no isolamento e purificagdo de DNA vegetal, podendo danificar o DNA e
inibir a acdo da enzima Taq polimerase (MOLINARI & CROCHEMORE, 2001). Esses compostos
ligam-se a0 DNA apos a lise das células e muitas vezes ndo podem ser removidos por procedimentos
convencionais de extracdo (MALIYAKAL, 1992).

Uma das premissas da metodologia barcode ¢ a rapida identificagdo das espécies. Para que
isso acontega, ¢ necessaria a rapida extragdo e amplificagdo de DNA para conseguinte analise das
sequéncias. A dificuldade observada neste trabalho para a amplificacdo das amostras de diferentes
espécies de Attalea se mostra um empecilho para a aplicagdo da técnica barcode neste gé€nero.
Outros protocolos de extragdo de DNA necessitam ser testados a fim de solucionar este problema.
Danner e colaboradores (2011) testaram diferentes protocolos de extragdo de DNA de jabuticabeiras
comparando diferentes tecidos vegetais. Os resultados demonstraram degradacdo e contaminagdo na
extragdo em que se utilizaram folhas maceradas diretamente com tampdao CTAB (2%), e bons
resultados com os demais tecidos vegetais. Sao necessarios novos testes para otimizar a extracao do

DNA de espécies de Attalea para a utilizagao da técnica barcode.

Distancias Intraespecificas e Interespecificas (Kimura 2P).

A caracterizagdo dos intervalos de variagdo intraespecifica e interespecifica apresentaram-se
como zero para os marcadores matk, rbcL e trnL, muito proximas de zero para o marcador psbA-
trnH. Para os marcadores ITS e PRK as distincias intraespecificas foram menores do que as
distancias interespecificas. Limiares para diferenciacdo entre distdncias intraespecificas e
interespecificas e de matrizes de distancia sdo utilizadas na constru¢ao de fenogramas (HEBERT et
al., 2003). Hebert e colaboradores (2003) sugerem o uso de um limiar de 3% para a distingdo de
espécies, enquanto Hebert e colaboradores (2004) defendem a utilizacdo de estimativas grupo-
especificas obtidas pela multiplicagdo da distancia média intraespecifica por 10. Alguns autores ja
haviam levantado o problema de utilizar um unico valor de distancia para identificacdo de espécies,
principalmente daquelas proximamente relacionadas (MEYER & PAULAY 2005; RUBINOFF,
2006). Assim, foi sugerido que um valor universal para delimitar os tdxons ndo deve ser considerado

como um critério objetivo para estabelecer o limite entre as espécies (DeSALLE et al., 2005).

Considerando-se as distancias intraespecificas e interespecificas, os locos PRK e ITS
apresentaram um menor nivel de divergéncia genética dentro das espécies do que entre as espécies de
Attalea analisadas (Figuras 20 e 22). De acordo com Meyer e Paulay (2005) este ¢ um pré-requisito
para que um marcador possa ser utilizado como barcode. Somente o marcador ITS apresentou

barcode gap, intervalo que separa as frequéncias entre as variacdes intraespecificas e

76



interespecificas. Meier e colaboradores (2006) concluiram que a utilizagdo da distdncia média
interespecifica superestima o barcode gap e pode conduzir a identificagdes erroneas, e sugeriram que
a utilizagdo da distdncia minima interespecifica produz identificagdes mais precisas. O marcador
PRK apresentou sobreposi¢ao das distancias genéticas intraespecificas e interespecificas, o que ndo €
desejavel. Sobreposi¢cdo na distribui¢ao das distdncias genéticas entre os individuos de uma mesma
espécie e individuos de espécies de um mesmo género podem ser originarios de profundas
divergéncias intraespecificas, ou baixas divergéncias entre espécies irmas (HUBERT ef al., 2008).
No entanto, os dados sugerem que mesmo sem um barcode gap, o marcador PRK foi eficiente na
separagdo de algumas espécies. A caracterizacdo dos intervalos de variagdo intraespecifica e
interespecifica dos marcadores ITS e PRK resultaram em distribui¢des distintas, sugerindo grande
potencial para auxiliar na resolugdo de conflitos taxondmicos, apesar de ser necessario ampliar esta
caracterizagcdo para um maior nimero de amostras e numero de espécies, além de validar o intervalo

de variacdo intraespecifica e interespecifica para este género.

Arvores de barcode com os métodos de IB, MP e MV

Nas arvores geradas por IB, MP e MV com os primers matK, rbcL e trnL observa-se que as
diferentes amostras de Atfalea ndo foram agrupadas de forma a separar espécies.

A arvore gerada a partir do marcador psbA-trnH separou as espécies A. funifera e A.
phalerata em um clado com significancia, apesar de uma amostra de herbario de 4. phalerata se
apresentar fora deste clado, o que pode significar uma identificacdo erronea do acesso ou a baixa
confiabilidade na identificagdo desta espécie para este marcador.

As regides PRK e ITS apresentaram cladogramas com melhor discriminacdo entre as seis
regides barcode testadas. Para o marcador PRK, as espécies A. funifera, A. barreirensis e A. maripa
separaram-se em clados, porém as amostras de A. barreirensis dividiram-se em dois grupos distintos.
Considerando-se que todas as amostras de A. barreirensis foram coletadas dentro da mesma
populagao (pop. 21, localidade: Sao Raimundo das Mangabeiras, MA), sugere-se que esta populagao
represente um complexo de espécies cripticas (SILVA-BRANDAO et al., 2009), que sdo definidas
como duas ou mais espécies morfologicamente indistinguiveis, reprodutivamente isoladas e
classificadas como uma tnica espécie nominal (GOODMAN et al., 2009). Portanto, novas analises
necessitam ser feitas dentro desta populagdo, com novas coletas e outros marcadores para um melhor
diagnostico deste resultado.

O marcador ITS apresentou boa separagdo entre as espécies - dois grupos, um que agregou as

amostras de A. barreirensis com A. funifera e outro em que se agruparam as amostras de A. speciosa,
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A.eichleri e A.vitrivir. O fato de as espécies A.vitrivir e A. speciosa estarem no mesmo clado
corroboram com Pintaud e calaboradores (2008) que, em sua revisdo, definiram o complexo Attalea
speciosa, no qual as espécies A. brejinhoensis, A. speciosa, A. spectabilis, A. vitrivir estdo agrupadas.

As espécies A. eichleri., A. speciosa e A. vitrivir tenderam a agrupar-se em todos os
marcadores analisados. As espécies A. funifera e A. maripa apresentaram boa resolucdo com o

marcador PRK.

As palmeiras sdo bem conhecidas pela alta variabilidade das taxas de evolugdo do DNA
plastidial (BAKER et al., 1999; ASMUSSEN et al., 2000; BAKER et al., 2000; DRANSFIELD et
al., 2008). No entanto, os marcadores plastidiais apresentaram menos dados filogeneticamente
informativos do que os dados dos marcadores nucleares, como demonstrado pela comparacio das
estatisticas das analises dos nucleotidios (Tabela 9) associadas com as distribui¢des das espécies nas
arvore de IB, MP e MV ( Figuras de 25-42). Isso pode ser explicado porque, ao contrario do DNA
plastidial, o DNA nuclear tem origem biparental, o que aumenta o poder de separagdo de espécies
dos marcadores na regido do ITS, como demonstrado por Hollingsworth (2011).

As amostras de 4. teixeirana sao hibridos de A. speciosa e A. eichleri. Como os plastidios sdo
herdados pela mae, se os marcadores tivessem apresentado discriminacdo cladistica, seria possivel
distinguir quais das duas espécies de origem representaria a mae de cada hibrido. No entanto, como
estes marcadores ndo apresentaram resolu¢do sequer para separar estas duas espécies parentais, nao

foi possivel realizar este tipo de analise.

Sdo ainda necessarios mais testes com mais amostras para comprovar a distribui¢do cladistica
observada. Uma combinagdo de todos os marcadores ¢ necessaria para uma melhor visualiza¢do do
conjunto de dados deste trabalho, porém esta jungdo ndo foi possivel devido a dificuldade das

mesmas amostras amplificarem para todos os marcadores analisados.
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CONCLUSOES

Os relacionamentos entre as espécies estudadas do género Attalea ainda ndo estdo claros. O
uso de marcadores barcode em espécies do género Attalea necessita ser aprimorado.

Para o uso eficiente do uso da tecnologia barcode, ¢ necessario o estabelecimento de
protocolos de extragdo de DNA, PCR e sequenciamento eficientes que maximizem o aproveitamento
€ minimizem a contaminacdo das espécies de Attalea.

Os marcadores rbcL, trnL e matK ndo apresentaram resolucao suficiente para a discriminagao
das espécies. Os marcadores psbA-trnH, ITS e PRK apresentaram resultados potencialmente
satisfatorios para serem usados como regides barcode para espécies de Attalea.

S0 necessarias novas analises com maior amostragem para ratificar a eficacia dos
marcadores psbA-trnH, ITS e PRK para as espécies mencionadas. Deve ser realizada a busca de
outros marcadores que juntamente com os ja elucidados sejam suficientes para distinguir todas as
espécies dentro do género Attalea e auxiliar na identificagdo e classificagdo taxondmica destas

espécies.
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Anexo I

Tabela 15. Dados morfoldgicos analisados como presenca (1) e auséncia (0) das caracteristicas de cada uma das sete espécies de Attalea

Caracteres morfoldgicos A. speciosa A. barreirensis A. eichleri A. funifera A. maripa A. phalerata A. vitrivir
Lamina foliar plana adaxialmente (0) ou com 0 1 1 1 1 0 1
ondulagdes (1)

Lamina foliar plana abaxialmente (0) ou com 1 1 1 1 1 1 1
ondulagdes (1)

Tricomas glandulares presentes em ambas as faces 1 1 1 1 1 1 1
Células da epiderma adaxial lisas(0) ou com 1 0 0 1 1 0 0
ondulagdes(1)

Células da epiderma abaxial lisas(0) ou com 1 0 0 0 1 0 1
ondulagdes(1)

Cuticula adaxial delgada (0) ou espessa (1) 0 1 1 0 1 0 0
Cuticula abaxial delgada(0) ou espessa (1) 0 1 1 1 1 1 1
Células comuns da epiderme adaxial 1 1 1 1 1 1 1
predominantemente retangulares

Células comuns da epiderme abaxial 1 1 1 0 1 1 1
predominantemente retangulares

Pinas hipoestomaticas (1) ou anfiestomaticas (0) 1 0 1 1 1 1 1
Complexo estomatico tetracitico 1 1 1 1 1 1 1
Estomatos dispostos regularmente em fileiras 1 1 1 1 1 1 1
Camaras subestomaticas presentes (1) ausentes (0) 1 1 0 0 0 0 1
Cristas estomaticas ausentes 1 1 1 1 1 1 1
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Continuac¢io da Tabela 15. Dados morfologicos analisados como presenca (1) e auséncia (0) das caracteristicas de cada uma das sete

espécies de Attalea.

Caracteres morfoldgicos A. speciosa A. barreirensis A. eichleri A. funifera A. maripa  A. phalerata A. vitrivir
Células subsidiarias laterais reniformes 1 1 1 0 0 1 1
Células subsidiarias polares com formato reniforme (1) 1 1 1 1 1 0 0
ou trapezoides (0)

Células buliformes retangulares 1 1 1 1 1 1 1
Mesofilo dorsiventral 1 1 1 1 1 1 1
Parénquima paligadico com 1 camadas de células(0) ou 0 1 1 0 0 0 1
com 2-3 camadas de células (1)

Hipoderme adaxial delgada (0) ou espessa (1) 1 1 1 0 0 0 0
Hipoderme abaxial delgada (0) ou espessa (1) 1 1 1 0 0 0 0
Feixe vascular principal colateral, ovoide, livre 1 1 1 1 1 1 1
Segmento da nervura principal com formato triangular 1 0 1 0 1 1 0
(0) ou com formato trapezoide (1)

Segmento da nervura principal com angulos 1 1 1 1 0 0 1
arredondados (0) ou com angulos obtusos (1)

Feixes vasculares de primeira ordem adaxialmente 1 1 1 0 0 0 1
livres (0) ou travados (1)

Feixes vasculares de primeira ordem abaxialmente 1 0 1 0 1 1 0
livres (0) ou travados (1)

Feixes vasculares de segunda ordem adaxialmente 0 0 0 0 0 0 0
livres (0) ou travados (1)

Feixes vasculares de segunda ordem abaxialmente 1 0 1 1 1 1 0

livres (0) ou travados (1)
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Continuac¢io da Tabela 15. Dados morfologicos analisados como presenca (1) e auséncia (0) das caracteristicas de cada uma das sete

espécies de Attalea.

Caracteres morfoldgicos A. speciosa A. barreirensis A. eichleri A. funifera A. maripa  A. phalerata A. vitrivir
Feixes vasculares de terceira ordem 0 0 0 0 0 0 0
adaxialmente livres (0) ou travados (1)

Feixes vasculares de terceira ordem abaxialmente 1 1 1 1 1 1 1
livres (0) ou travados (1)

Fibras permeando a hipoderme adaxial , auséncia(0) ou 1 1 1 1 1 1 0
presenga(1)

Fibras permeando a hipoderme abaxial auséncia(0) ou 1 1 0 0 1 0 1
presenca(1)

Margem foliar com angulo agudo ou obtuso (1),ou 1 0 1 1 0 0 1
arredondado (0)

Grupos de fibras marginais circulares permeando as 1 1 1 1 1 1 1
células buliformes

Células buliformes na margem foliar auséncia (0) ou 0 0 0 0 0 1 0

presenga(1)
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Anexo II.

Tabela 16. Amostras de Attalea com suas respectivas informacgdes de coleta.

. teixeirana — hib — BA1

Perind. Localidade: Grajau, MA, S 06 00' 45.80640" W 46 03' 34.06680"

. teixeirana — hib — BA4

"eichleri grande". Localidade: Grajau, MA, S 06 00' 46.72440" W 46 03' 32.02920"

. teixeirana — hib — BA39

"speciosa alta'. Localidade: Grajau, MA, S 06 00' 52.92000" W 46 03' 40.46040"

>I>|>|>

. teixeirana — hib — CT22

Intermediaria entre pindova e "eichleri grande". Localidade: Caxias, MA, S 04 53' 46.26240"W 43 15'
41.78160"

. teixeirana — hib — CTO1

Pindova, acaule. Localidade: Caxias, MA, S 04 53' 47.64840" W 43 15' 38.33280"

. teixeirana — hib — CT02

Pindova, acaule. Localidade: Caxias, MA, S 04 53' 47.40720" W 43 15' 38.81520"

. teixeirana — hib — CT16

"eichleri grande". Localidade: Caxias, MA, S 04 53' 46.28040" W 43 15' 41.41440"

. teixeirana — hib — CT20

"eichleri grande". Localidade: Caxias, MA, S 04 53' 46.19400" W 43 15' 41.55840"

. teixeirana — hib — CT37

Pindova. Localidade: Caxias, MA, S 04 53'44.21760" W 43 15' 39.17520"

. teixeirana — hib — CT38

"eichleri grande". Localidade: Caxias, MA, S 04 53' 43.52640" W 43 15' 38.57400"

. teixeirana — hib — LA19

"speciosa baixa'", talvez perina. Localidade: Lajeado Novo, MA, S 06 12' 13.68720" W 47 02' 48.35040"

. teixeirana — hib — FZ12

Localidade: Grajau, MA, S 05 37' 24.43440" W 46 13' 58.97280"

. barreirensis — B1

Populacgdo (pop. 21). Localidade: Sdo Raimundo das Mangabeiras, MA, S 07° 11'32.5” W 45° 48’12.8"

. barreirensis — B2

Populagdo (pop. 21). Localidade: Sdo Raimundo das Mangabeiras, MA, S 07° 11'32.5” W 45° 48’12.8"

. barreirensis — B3

Populacgdo (pop. 21). Localidade: Sdo Raimundo das Mangabeiras, MA, S 07° 11'32.5” W 45° 48’12.8"

. barreirensis — B4

Populagdo (pop. 21). Localidade: Sdo Raimundo das Mangabeiras, MA, S 07° 11'32.5” W 45° 48’12.8"

. barreirensis — B5

Populagdo (pop. 21). Localidade: Sdo Raimundo das Mangabeiras, MA, S 07° 11'32.5” W 45° 48’12.8"

. barreirensis — B6

Populagdo (pop. 21). Localidade: Sdo Raimundo das Mangabeiras, MA, S 07° 11'32.5” W 45° 48’12.8"

. barreirensis — B7

Populagdo (pop. 21). Localidade: Sdo Raimundo das Mangabeiras, MA, S 07° 11'32.5” W 45° 48’12.8"

. barreirensis — B8

Populagdo (pop. 21). Localidade: Sdo Raimundo das Mangabeiras, MA, S 07° 11'32.5” W 45° 48’12.8"

. barreirensis — B9

Populacgdo (pop. 21). Localidade: Sdo Raimundo das Mangabeiras, MA, S 07° 11'32.5” W 45° 48’12.8"

. barreirensis — B10

Populagdo (pop. 21). Localidade: Sdo Raimundo das Mangabeiras, MA, S 07° 11'32.5” W 45° 48’12.8"

. barreirensis — B11

Populagdo (pop. 21). Localidade: Sdo Raimundo das Mangabeiras, MA, S 07° 11'32.5” W 45° 48’12.8"

. barreirensis — B12

Populagdo (pop. 21). Localidade: Sdo Raimundo das Mangabeiras, MA, S 07° 11'32.5” W 45° 48’12.8"

. barreirensis — B15

Populagdo (pop. 21). Localidade: Sdo Raimundo das Mangabeiras, MA, S 07° 11'32.5” W 45° 48’12.8"

. barreirensis — B16

Populagdo (pop. 21). Localidade: Sdo Raimundo das Mangabeiras, MA, S 07° 11'32.5” W 45° 48’12.8"

. barreirensis — B17

Populacgdo (pop. 21). Localidade: Sdo Raimundo das Mangabeiras, MA, S 07° 11'32.5” W 45° 48’12.8"

DI (>(>(>(>(D>(D>(D>D>IDIDID|ID|ID|ID|ID|D|D>D|>|>|>

. eichleri - EO4

Populagdo (pop. 18). Localidade: Carolina, MA, S 07° 24’ 40.9” W 47° 04’ 46.2”
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. eichleri—E17

Populagdo (pop. 18). Localidade: Carolina, MA, S 07° 24’ 40.9” W 47° 04’ 46.2”

. eichleri—E18

Populagdo (pop. 18). Localidade: Carolina, MA, S 07° 24’ 40.9” W 47° 04’ 46.2”

. eichleri—E19

Populagdo (pop. 18). Localidade: Carolina, MA, S 07° 24’ 40.9” W 47° 04’ 46.2”

. eichleri—E11

Populagdo (pop. 18). Localidade: Carolina, MA, S 07° 24’ 40.9” W 47° 04’ 46.2”

>I>|> (> >

. eichleri— CT07

Populagdo (pop. 18). Localidade: Carolina, MA, S 07° 24’ 40.9” W 47° 04’ 46.2”

A.

eichleri — ES22

Localidade: Estreito, MA, S 06 50' 19.00680" W 47 26' 34.05480"

A. funifera - 1

Colegdo particular do Carlos Alex na Bahia

A. funifera - 2

Colegdo particular do Carlos Alex na Bahia

A. funifera - 3

Colegdo particular do Carlos Alex na Bahia

A. funifera - 4

Colegdo particular do Carlos Alex na Bahia

A. funifera - 5

Colegdo particular do Carlos Alex na Bahia

A. funifera - 6

Colegdo particular do Carlos Alex na Bahia

A. funifera -7

Colegdo particular do Carlos Alex na Bahia

A. funifera - 8

Colegdo particular do Carlos Alex na Bahia

A. funifera - 9

Colegdo particular do Carlos Alex na Bahia

A. funifera - 10

Colegdo particular do Carlos Alex na Bahia

A. funifera - 11

Colegdo particular do Carlos Alex na Bahia

A. funifera - 12

Colegdo particular do Carlos Alex na Bahia

A. funifera - 15

Colegdo particular do Carlos Alex na Bahia

A. maripa - 1

Colegdo particular do Carlos Alex na Bahia

. maripa - 4 Colegdo particular do Carlos Alex na Bahia
. maripa -5 Colegdo particular do Carlos Alex na Bahia
. maripa - 6 Colegdo particular do Carlos Alex na Bahia
. maripa -7 Colegdo particular do Carlos Alex na Bahia
. maripa - 10 Colegdo particular do Carlos Alex na Bahia
. maripa - 15 Colegdo particular do Carlos Alex na Bahia
. maripa - 16 Colegdo particular do Carlos Alex na Bahia
. maripa - 12 Colegdo particular do Carlos Alex na Bahia

. phalerata — P12

Populagdo (pop.15). Localidade: Tocantindépolis, TO, S 06° 30' 15.7"W 47° 28' 51.0"

. phalerata — P30

Populagdo (pop.17). Localidade: Carolina, MA, S 07° 24' 47.9"W 47° 10' 45.3"

. phalerata — P36

Populagdo (pop.17). Localidade: Carolina, MA, S 07° 24' 47.9"W 47° 10' 45.3"

. speciosa — CT46

Localidade: Caxias, MA, S 04 53' 41.67960" W 43 15' 38.52000"

. speciosa — CT47

Localidade: Caxias, MA, S 04 53' 41.44560" W 43 15' 39.18240"

D> (>(>(>ID>ID>ID|ID>D|ID>|ID>|>|>

. Speciosa — S6

Populagdo (pop.12). Localidade: Nazaré, TO, S 06° 23' 26.6"W 47° 38' 01.4"
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A. speciosa — S7 Populagdo (pop.12). Localidade: Nazaré, TO, S 06° 23' 26.6"W 47° 38' 01.4"

A. speciosa — S9 Populagdo (pop.12). Localidade: Nazaré, TO, S 06° 23' 26.6"W 47° 38' 01.4"

A. speciosa —S3 Populagdo (pop.12). Localidade: Nazaré, TO, S 06° 23' 26.6"W 47° 38' 01.4"

A. speciosa — S4 Populagdo (pop.12). Localidade: Nazaré, TO, S 06° 23' 26.6"W 47° 38' 01.4"

A. speciosa — S5 Populagdo (pop.12). Localidade: Nazaré, TO, S 06° 23' 26.6"W 47° 38' 01.4"

A. speciosa — S8 Populagdo (pop.12). Localidade: Nazaré, TO, S 06° 23' 26.6"W 47° 38' 01.4"

A. speciosa —S17 Populagdo (pop.12). Localidade: Nazaré, TO, S 06° 23' 26.6"W 47° 38' 01.4"

A. vitriviri — 1BM Bonito de Minas (MG), préximo de Montes Claros - Fornecido Universidade Estadual de Montes Claros

A. vitriviri — 2BM Bonito de Minas (MG), préximo de Montes Claros - Fornecido Universidade Estadual de Montes Claros

A. vitriviri — 1M1 Montalvania — MG — Divisa de MG com o sul da Bahia - Fornecido Universidade Estadual de Montes Claros
A. vitriviri — 2M1 Montalvania — MG — Divisa de MG com o sul da Bahia - Fornecido Universidade Estadual de Montes Claros
A. vitriviri — 8BM Bonito de Minas (MG), préximo de Montes Claros - Fornecido Universidade Estadual de Montes Claros




Anexo III. Tabelas de distancias de Kimura 2P
Tabela 17. Estimativa de distancias par a par entre as sequéncias de Attalea geradas para o marcador rbcL (Kimura 2P)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
1 A. eichleri— UB1091
2 A. phalerata — UB238 0,00
3 A. speciosa — UB10110 0,00 0,00
- A. barreirensis — UB36868 0,00 0,00 0,00
5 A. speciosa — CEN58039 0,00 0,00 0,00 0,00
6 A. maripa — CEN12546 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
7 A. barreirensis — B15 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
8 A. barreirensis — B16 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
9 A. barreirensis — B17 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
10 A. eichleri — E17 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
11 A. eichleri— E18 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 0,00 0,00
12 A. eichleri— E19 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000 000 000 0,00
13 A. funifera—7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000 000 0,01 0,00 0,00
14 A. maripa—10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000 000 000 0,00 0,00
15 A. maripa—15 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000 000 000 000 0,00 000 0,00
16 A. phalerata — P12 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
17 A. phalerata — P30 0,00 0,00 0,00 000 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
18 A. phalerata — P36 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
19 A. speciosa — S5 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
20 A. speciosa — S4 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
21 A. allenii — AJ404829.1 0,00 0,00 0,00 000 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
22 A. butyracea — JQ590420.1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000 o000 000 000 000 000 000 000 0,00 0,00
23 A. rostrata — GQ981675.1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000 o000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00 0,00
24 A. teixeirana — hib — BA1 0,00 0,00 0,00 000 0,00 000 000 o000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
25 A. teixeirana — hib — BA4 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
26 A. teixeirana — hib — BA39 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000 000 000 001 000 000 000 000 000 000 000 0,00
27 A. teixeirana — hib — CT01 0,00 0,00 0,00 000 0,00 000 000 o000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
28 A. teixeirana — hib — CT02 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
29 A. teixeirana — hib — CT20 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
30 A. teixeirana — hib — CT37 0,00 0,00 0,00 000 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
31 A. teixeirana — hib — CT22 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
32 A. teixeirana — hib — CT38 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
33 A. speciosa — CT47 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
34 A. eichleri — ES22 0,00 0,00 0,00 000 0,00 000 000 o000 000 001 000 000 000 000 000 000 000 0,00
35 Cocos nucifera — AY012507 .1 0,00 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
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Continuacio da Tabela 17. Continuagao das estimativas de distancias par a par entre as sequéncias de Attalea geradas para o marcador rbcL

(Kimura 2P)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
1 A. eichleri— UB1091
2 A. phalerata — UB238 0,00
3 A. speciosa - UB10110 0,00 0,00
4 A. barreirensis — UB36868 0,00 0,00 0,00
5 A. speciosa — CEN58039 0,00 0,00 0,00 0,00
6 A. maripa — CEN12546 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
7 A. barreirensis — B15 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
8 A. barreirensis — B16 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
9 A. barreirensis — B17 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
10 A. eichleri — E17 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
11 A. eichleri— E18 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 0,00 0,00
12 A. eichleri— E19 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000 000 0,00 0,00
13 A. funifera—7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000 001 000 0,00
14 A. maripa - 10 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000 000 000 000 0,00 0,00
15 A. maripa—15 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000 000 0,00 0,00 0,00
16 A. phalerata — P12 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00 0,00
17 A. phalerata — P30 0,00 0,00 0,00 000 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00 0,00
18 A. phalerata — P36 0,00 0,00 0,00 0,00 000 0,00 o000 000 000 000 000 000 000 000 0,00 0,00 0,00
19 A. speciosa — S5 0,00 0,00 0,00 0,00 000 o000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
20 A. speciosa — S4 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
21 A. allenii — AJ404829.1 0,00 0,00 0,00 0,00 000 o000 o000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00 0,00
22 A. butyracea — JQ590420.1 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
23 A. rostrata — GQ981675.1 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
24 A. teixeirana — hib — BA1 0,00 0,00 0,00 000 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
25 A. teixeirana — hib — BA4 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
26 A. teixeirana — hib — BA39 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000 000 o000 000 001 000 000 000 000 000 000 000 0,00
27 A. teixeirana — hib — CT01 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
28 A. teixeirana — hib — CT02 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
29 A. teixeirana — hib — CT20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
30 A. teixeirana — hib — CT37 0,00 0,00 0,00 0,00 000 o000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
31 A. teixeirana — hib — CT22 0,00 0,00 000 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
32 A. teixeirana — hib — CT38 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 o000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00 0,00
33 A. speciosa — CT47 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
34 A. eichleri — ES22 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000 000 000 001 000 000 000 000 000 000 000 0,00
35 Cocos nucifera — AY012507.1 0,00 000 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00 0,00
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Continuacio da Tabela 17. Estimativas de distancias par a par entre as sequéncias de Attalea geradas para o marcador rbcL (Kimura 2P)

19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35
1 A. eichleri— UB1091
2 A. phalerata — UB238
3 A. speciosa —UB10110
4 A. barreirensis — UB36868
5 A. speciosa — CEN58039
6 A. maripa — CEN12546
7 A. barreirensis — B15
8 A. barreirensis — B16
9 A. barreirensis — B17
10 A. eichleri — E17
11 A. eichleri— E18
12 A. eichleri — E19
13 A. funifera—7
14 A. maripa -10
15 A. maripa —-15
16 A. phalerata — P12
17 A. phalerata — P30
18 A. phalerata — P36
19 A. speciosa — S5
20 A. speciosa — S4 0,00
21 A. allenii — AJ404829 1 0,00 0,00
22 A. butyracea — JQ590420.1 0,00 0,00 0,00
23 A. rostrata — GQ981675.1 0,00 0,00 0,00 0,00
24 A. teixeirana — hib — BA1 0,00 000 0,00 0,00 0,00
25 A. teixeirana — hib — BA4 0,00 000 0,00 0,00 0,00 0,00
26 A. teixeirana — hib — BA39 0,00 000 o000 000 000 0,00 0,00
27 A. teixeirana — hib — CT01 0,00 000 000 000 000 0,00 0,00 0,00
28 A. teixeirana — hib — CT02 0,00 000 o000 000 000 000 000 0,00 0,00
29 A. teixeirana — hib — CT20 0,00 000 o000 000 000 000 o000 000 0,00 0,00
30 A. teixeirana — hib — CT37 0,00 000 o000 000 000 000 000 000 000 0,00 0,00
31 A. teixeirana — hib — CT22 0,00 000 o000 000 OO0 000 000 000 000 000 0,00 0,00
32 A. teixeirana — hib — CT38 0,00 000 o000 000 000 000 o000 000 000 000 000 0,00 0,00
33 A. speciosa — CT47 0,00 000 o000 000 000 000 o000 000 000 000 000 000 0,00 o0,00
34 A. eichleri — ES22 0,00 000 o000 000 000 o000 o000 o000 o000 o000 o000 000 000 0,00 0,00
35  Cocos nucifera — AY012507.1 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 001 000 000 000 000 000
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Tabela 18. Estimativa de distancias par a par entre as sequéncias de Attalea geradas para o marcador matK (Kimura 2P)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
1 A. eichleri— UB1091
2 A. phalerata — UB238 0,00
3 A. speciosa — UB10110 0,00 0,00
4 A. vitrivir— CEN10759 0,00 0,00 0,00
5 A. barreirensis — B15 0,00 0,00 0,00 0,00
6 A. barreirensis — B16 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
7 A. barreirensis — B17 0,00 0,01 0,01 0,00 0,00 0,00
8 A. eichleri— E18 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
9 A. eichleri— E19 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
10 A. funifera -7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
11 A. funifera — 10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 0,00 0,00 0,00
12 A. funifera — 25 0,00 0,00 0,00 000 0,00 000 000 0,00 0,00 000 0,00
13 A. maripa -10 0,00 0,00 0,00 000 0,00 000 000 0,00 000 0,00 000 0,00
14 A. maripa -15 0,00 0,00 0,00 000 0,00 o000 000 0,00 000 000 000 0,00 0,00
15 A. maripa — 16 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00 0,00
16 A. phalerata — P30 0,00 0,00 0,00 000 000 000 001 000 000 000 000 000 000 000 0,00
17 A. phalerata — P36 0,00 0,00 0,00 000 0,00 o000 000 000 000 o000 000 0,00 000 000 0,00 0,00
18 A. speciosa — S4 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
19 A. speciosa — S17 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00 0,00
20 A. phalerata — HQ265548.1 0,00 0,00 0,00 000 o000 o000 001 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00 0,00
21 A. butyracea — JQ586691.1 0,00 0,00 0,00 000 000 o000 001 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00 0,00
22 A. rostrata — GQ981943.1 0,00 0,00 0,00 000 o000 o000 001 000 000 o000 000 000 000 000 000 000 0,00 0,00
23 A. butyracea — JQ586691.1 0,00 0,00 0,00 000 o000 o000 001 000 000 o000 000 000 000 000 000 000 0,00 0,00
24 A. allenii — AM114636.1 0,00 0,00 0,00 000 000 000 001 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00 0,00
25 A. teixeirana — hib — BA1 0,00 0,00 0,00 000 000 000 001 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00 0,00
26 A. teixeirana — hib — BA39 0,00 0,00 0,00 000 000 o000 001 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00 0,00
27 A. teixeirana — hib — CT01 0,00 0,00 0,00 000 000 o000 001 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00 0,00
28 A. teixeirana — hib — CT02 0,00 0,00 0,00 000 o000 o000 001 000 000 o000 000 000 000 000 000 000 0,00 0,00
29 A. teixeirana — hib — CT22 0,00 0,00 0,00 000 o000 o000 001 000 000 o000 000 000 000 000 000 000 0,00 0,00
30 A. teixeirana — hib — CT37 0,00 0,00 0,00 000 000 000 001 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00 0,00
31 A. teixeirana — hib — CT38 0,00 0,00 0,00 000 o000 o000 001 000 000 o000 OO0 000 000 000 000 000 0,00 0,00
32 A. speciosa — CT46 0,00 0,00 0,00 000 000 000 001 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00 0,00
33 A. speciosa — CT47 0,00 0,00 0,00 000 000 000 001 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00 0,00
34 A. teixeirana — hib — LA19 0,00 0,00 0,00 000 o000 000 001 000 000 o000 000 000 000 000 000 000 0,00 0,00
35 Cocos nucifera — HQ265564.1 0,01 000 000 001 001 001 001 001 001 001 001 001 001 001 001 001 001 0,01
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Continuacio da Tabela 18. Estimativa de distancias par a par entre as sequéncias de Attalea geradas para o marcador matK (Kimura 2P)

19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35
1 A. eichleri— UB1091
2 A. phalerata — UB238
3 A. speciosa — UB10110
4 A. vitrivir— CEN10759
5 A. barreirensis — B15
6 A. barreirensis — B16
7 A. barreirensis — B17
8 A. eichleri— E18
9 A. eichleri— E19
10 A. funifera-7
11 A. funifera— 10
12 A. funifera — 25
13 A. maripa -10
14 A. maripa -15
15 A. maripa — 16
16 A. phalerata — P30
17 A. phalerata — P36
18 A. speciosa — S4
19 A. speciosa — S17
20 A. phalerata — HQ265548.1 0,00
21 A. butyracea — JQ586691.1 0,00 0,00
22 A. rostrata — GQ981943.1 0,00 0,00 0,00
23 A. butyracea — JQ586691.1 0,00 0,00 0,00 0,00
24 A. allenii — AM114636.1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
25 A. teixeirana — hib — BA1 0,00 0,00 000 000 0,00 0,00
26 A. teixeirana — hib — BA39 0,00 0,00 000 000 0,00 0,00 0,00
27 A. teixeirana — hib — CT01 0,00 000 000 000 0,00 000 0,00 0,00
28 A. teixeirana — hib — CT02 0,00 o000 000 000 000 000 000 0,00 0,00
29 A. teixeirana — hib — CT22 000 000 000 000 000 OO0 000 000 000 000
30 A. teixeirana — hib — CT37 0,00 o000 000 000 000 OO0 000 000 000 0,00 0,00
31 A. teixeirana — hib — CT38 0,00 o000 000 000 000 000 o000 OO0 000 000 000 0,00
32 A. speciosa — CT46 0,00 o000 000 000 000 OO0 o000 000 000 000 000 0,00 0,00
33 A. speciosa — CT47 0,00 o000 000 000 OO0 o000 o000 000 000 000 000 000 0,00 0,00
34 A. teixeirana — hib — LA19 0,00 o000 o000 000 OO0 OO0 o000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
35 Cocos nucifera — HQ265564.1 001 000 000 000 OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 001 000 000 000 000 0,00
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Tabelal9. Estimativa de distancias par a par entre as sequéncias de Attalea geradas para o marcador trnL (Kimura 2P)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

1 A. barreirensis — B15

2 A barreirensis — B16 0,00

3 A eichleri—E18 0,00 0,00

4 A eichleri— E19 0,00 0,00 0,00

5 A maripa-15 0,00 0,00 0,00 0,00

6 A. phalerata—P12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

7 A. phalerata — P30 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

8 A. phalerata— P36 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

9 A speciosa— S4 0,00 0,00 0,00 000 000 0,00 0,00 0,00
10 A. speciosa — S5 0,00 0,00 0,00 000 000 0,00 0,00 0,00 0,00
11 A. speciosa — S17 0,00 0,00 0,00 000 0,00 000 000 0,00 0,00 0,00
12 A barreirensis — UB36868 0,00 0,00 0,00 000 0,00 000 000 o000 000 000 0,00
13 A barreirensis — CEN52072 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000 000 000 0,00 0,00 0,00
14 A eichleri — UB1091 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000 000 000 o000 0,00 0,00 0,00
15 A. phalerata — UB238 0,00 0,00 o000 o000 o000 000 000 000 000 000 000 0,00 000 0,00
16 A. speciosa-UB10110 0,00 0,00 o000 o000 000 000 000 o000 000 000 000 000 000 0,00 0,00
17 A. vitrivir— CEN10759 0,00 0,00 0,00 000 o000 000 000 o000 000 000 000 000 000 o000 0,00
18 A. barreirensis — B17 0,00 0,00 000 000 o000 000 000 o000 000 000 OO0 000 000 o000 0,00
19 A. crassispatha — AJ241321.1 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000 o000 000 000 OO0 000 000 0,00 0,00
20 A. phalerata — HQ265783.1 0,00 0,00 0,00 o000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00 0,00
21 A allenii— AJ241312.1 0,00 0,00 o000 o000 o000 000 000 o000 000 000 000 000 000 0,00 0,00
22 A. teixeirana — hib — BA1 0,00 0,00 o000 000 o000 000 000 o000 000 000 000 000 000 0,00 0,00
23 A teixeirana — hib — CT01 0,00 0,00 0,00 000 o000 000 000 o000 000 000 000 000 000 0,00 0,00
24 A teixeirana — hib — CT02 0,00 0,00 0,00 000 o000 000 000 o000 000 000 OO0 000 000 0,00 0,00
25 A. eichleri—hib — CT07 0,00 0,00 0,00 o000 000 000 000 o000 000 000 000 000 000 0,00 0,00
26 A. teixeirana — hib — CT20 0,00 0,00 0,00 o000 000 000 000 o000 000 000 000 000 000 0,00 0,00
27 A. teixeirana — hib — CT22 0,00 0,00 0,00 000 o000 000 000 o000 000 000 OO0 000 000 0,00 0,00
28 A. teixeirana — hib — CT37 0,00 0,00 0,00 000 o000 000 000 o000 000 000 000 000 000 0,00 0,00
29 A. speciosa —hib — CT46 0,00 0,00 000 000 o000 000 000 o000 000 000 OO0 000 000 0,00 0,00
30 A. speciosa—hib - CT47 0,00 0,00 0,00 000 o000 000 000 o000 000 000 000 000 000 0,00 0,00
31 Cocos nucifera — AM113647.1 001 001 001 001 001 001 001 001 001 001 001 001 001 001 0,01
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Continuacio da Tabela 19. Estimativa de distincias par a par entre as sequéncias de Attalea geradas para o marcador #rnL (Kimura 2P)

16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31
1 A barreirensis — B15
2 A. barreirensis — B16
3 A. eichleri—E18
4 A eichleri—E19
5 A maripa—-15
6 A. phalerata— P12
7 A. phalerata — P30
8 A phalerata— P36
9 A. speciosa -S4
10 A. speciosa — S5
11 A speciosa — S17
12 A barreirensis — UB363868
13 A barreirensis — CEN52072
14 A. eichleri— UB1091
15 A phalerata — UB238
16 A. speciosa—-UB10110
17  A. vitrivir— CEN10759 0,00
18 A. barreirensis — B17 0,00 0,00
19 A. crassispatha — AJ241321 1 0,00 0,00 0,00
20 A. phalerata — HQ265783.1 0,00 0,00 0,00 0,00
21 A allenii— AJ241312.1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
22 A teixeirana — hib — BA1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
23 A teixeirana — hib — CT01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
24 A teixeirana — hib — CT02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
25 A. eichleri—hib — CTO07 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
26 A. teixeirana — hib — CT20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
27 A. teixeirana — hib — CT22 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000 000 000 0,00 0,00
28 A. teixeirana — hib — CT37 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 0,00 0,00 0,00
29 A. speciosa — hib — CT46 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000 000 000 0,00 0,00 0,00
30 A. speciosa —hib — CT47 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 0,00 000 0,00 0,00 0,00 0,00
31 Cocos nucifera — AM113647.1 001 001 001 001 001 001 000 001 001 001 001 001 001 0.01 0.01
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Tabela 20. Estimativa de distancias par a par entre as sequéncias de Attalea geradas para o marcador psbA-trnH (Kimura 2P)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

1 A. barreirensis — B16

2 A. barreirensis — B17 0,00

3 A. eichleri—E18 0,00 0,00

4 A. eichleri— E17 0,00 0,00 0,01

5 A. funifera-7 0,00 0,00 0,00 0,01

6 A. funifera—15 0,01 0,00 0,01 0,01 0,00

7 A. maripa-—12 0,00 000 000 o000 0,00 0,00

8 A. speciosa - S4 0,00 000 000 o000 000 0,00 0,00

9 A. speciosa - S5 000 000 000 o000 000 000 0,00 0,00
10 A. speciosa— S17 0,00 000 000 o000 OO0 000 000 0,00 0,00
11 A. phalerata— P12 000 000 000 001 o000 000 000 000 0,00 0,00
12 A. phalerata — P36 000 000 000 o001 o000 000 000 000 000 0,00 0,00
13  A. vitrivir— 2BM 000 000 000 o000 o000 000 000 000 000 000 0,00 0,00
14 A. vitrivir— 1BM 000 000 000 o000 o000 000 o000 OO0 OO0 000 000 0,00 0,00
15 A. vitrivir— 2M1 000 000 000 o000 o000 000 000 OO0 OO0 o000 000 000 0,00 0,00
16 A. vitrivir— 1M1 000 000 000 o000 o000 000 000 OO0 OO0 00 o000 000 000 0,00 0,00
17 A. eichleri— UB1091 000 000 000 o000 OO0 000 000 OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 o000 0,00 0,00
18 A. vitrivir— CEN10759 000 000 000 o000 o000 000 000 oO0O0 OO0 o000 OO0 000 o000 0,00 0,00
19 A. phalerata — UB238 000 000 000 o000 o000 000 000 OO0 OO0 00O OO0 000 000 0,00 0,00
20 A. speciosa-UB10110 000 000 000 o001 o000 001 000 OO0 OO0 000 OO0 000 000 0,00 0,00
21 A. barreirensis — UB36868 000 000 000 o000 o000 000 000 OO0 OO0 o000 OO0 000 o000 0,00 0,00
22 A. teixeirana — hib — BA1 0,01 0,00 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
23 A. teixeirana — hib — BA4 000 000 000 o001 o000 001 000 OO0 OO0 o000 OO0 OO0 000 0,00 0,00
24 A. teixeirana — hib — CTO1 000 000 000 o000 o000 000 000 OO0 OO0 OO0 OO0 O00 o000 0,00 0,00
25 A. teixeirana — hib — CT37 000 000 000 o000 o000 000 000 OO0 OO0 o000 OO0 000 000 0,00 0,00
26 A. speciosa— CT47 000 000 000 o000 o000 000 000 o000 OO0 000 o000 000 000 0,00 0,00
27 A. teixeirana — hib — FZ12 0,01 0,00 0,01 0,01 0,01 001 000 000 000 000 001 001 000 0,00 0,00
28 A. teixeirana — hib — CT02 0,01 0,00 0,01 0,02 0,01 0,02 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
29 A. eichleri— CT07 0,01 0,00 0,01 0,01 0,01 001 000 000 000 000 0,01 001 000 0,00 0,00
30 A. teixeirana —hib - CT20 0,01 0,00 0,01 0,01 0,01 0,01 000 000 000 000 001 001 000 0,00 0,00
31 Cocos nucifera — GQ435464.1 003 003 003 003 002 003 003 003 003 003 002 002 003 003 0,083
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Continuacdo da Tabela 20. Estimativa de distAncias par a par entre as sequéncias de Attalea geradas para o marcador psbA-trnH (Kimura

2P)
16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31
1 A. barreirensis — B16
2 A. barreirensis — B17
3 A. eichleri— E18
4 A. eichleri— E17
5 A. funifera-7
6 A. funifera—15
7 A maripa-12
8 A. speciosa — S4
9 A. speciosa — S5
10 A. speciosa — S17
11 A. phalerata — P12
12 A. phalerata — P36
13 A. vitrivir— 2BM
14 A. vitrivir— 1BM
15 A. vitrivir— 2M1
16 A. vitrivir— 1M1
17 A. eichleri—UB1091 0,00
18 A. vitrivir— CEN10759 0,00 0,00
19 A. phalerata — UB238 0,00 0,00 0,00
20 A. speciosa-UB10110 0,00 0,00 0,00 0,00
21 A. barreirensis — UB36868 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
22 A. teixeirana — hib — BA1 0,00 000 0,00 000 0,00 0,00
23 A. teixeirana — hib — BA4 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
24 A. teixeirana — hib — CTO01 0,00 000 000 000 0,00 0,00 0,00 o0,01
25 A. teixeirana — hib — CT37 0,00 000 000 000 000 000 0,00 0,01 o0,00
26 A. speciosa— CT47 0,00 000 000 o000 000 000 0,00 0,01 0,00 0,00
27 A. teixeirana — hib — FZ12 0,00 000 000 o000 000 000 000 001 000 0,00 0,00
28 A. teixeirana — hib — CT02 0,00 000 o000 o000 000 0,010 000 001 000 0,00 0,00 0,00
29 A. eichleri— CT07 0,010 0,01 001 001 00 001 0,01 002 001 001 001 0,01 0,01
30 A. teixeirana —hib - CT20 0,00 000 o000 000 000 0,01 o000 001 000 000 000 0,00 0,00 0,01
31 Cocos nucifera — GQ435464.1 000 000 OO0 OO0 OO0 001 000 001 001 000 000 000 001 0,02 0,01
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Tabela 21. Estimativa de distancias par a par entre as sequéncias de Attalea geradas para o marcador ITS (Kimura 2P)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
1 A. speciosa — S4
2 A. speciosa — S5 0,00
3 A. speciosa — S17 0,00 0,00
4 A. eichleri— E19 0,00 0,00 0,00
5 A. eichleri— E18 0,00 0,00 0,00 0,00
6 A. vitrivir — 2M1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01
7 A. vitrivir— 1BM 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00
8 A. vitrivir— 2BM 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
9 A. vitrivir— 1M1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00
10 A. funifera — 11 0,10 0,170 0,10 0,10 0,11 0,11 0,11 0,170 0,11
11 A. phalerata — P30 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,09
12 A. barreirensis — B6 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,02 0,10
13 A. barreirensis — B8 0,10 0,10 0,10 0,10 0,11 0,11 0,11 0,10 0,11 0,01 0,09 0,02
14 A. barreirensis — B5 0,11 0,11 0,11 0,11 0,12 0,12 0,12 0,11 0,12 0,01 0,10 0,02 0,02
15 A. barreirensis — B4 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,05 0,11 0,05 0,05 0,06
16 A. barreirensis — B7 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,00 0,10 0,02 0,01 0,00 0,05
17 A. barreirensis — B1 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,01 0,170 0,02 0,02 0,01 0,05 0,00
18 A. barreirensis — UB36868 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,00 0,70 0,02 0,01 0,00 0,05 0,00 0,00
19 Cocos nucifera — HQ265515.1 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 0,27 0,18 0,27 0,28 0,28 0,27 0,28 0,27 0,28
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Tabela 22. Estimativa de distancias par a par entre as sequéncias de Attalea geradas para o marcador PRK (Kimura 2P)

1 2 3 1 5 6 7 ] 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
1 A. barreirensis — B1

2 A. barrerensis — B2 0,01

3 A. barreirensis - B3 0,02 0,02

4 A. barreirensis — B4 0,01 0,01 0,01

5 A. barreirensis — BS 0,02 0,02 000 0,01

6 A. barreirensis — B6 0,02 002 000 001 0,00

7 A. barreirensis — BT 001 001 001 000 001 0,01

8 A. barreirensis — B8 0,02 003 001 002 001 000 0,02

9 A. barreirensis — B9 0,02 002 000 001 000 000 001 0,01

10 A barreirensis - B10 001 001 001 000 001 002 000 002 002

1 A barreirensis - B11 001 001 002 001 002 002 001 002 001 001

12 A barreirensis - B12 0,01 000 003 001 003 003 001 003 002 001 0,01

13 A funifera-1 0,03 003 003 003 003 003 003 004 003 003 004 004

14 A funifera-2 0,03 003 003 003 003 003 003 004 003 003 004 004 000

15 A funifera-3 0,03 003 003 003 003 003 003 004 003 003 004 004 000 0,00

16 A.funifera-4 0,03 003 003 003 003 003 003 003 003 003 003 004 000 000 000

17 A funifera-5 0,03 004 003 003 003 003 003 004 004 004 004 004 000 000 000 0,00

18 A.funifera—6 0,03 003 003 003 003 003 003 004 003 003 004 004 001 001 001 000 0,01

19 A funifera-8 0,03 003 003 003 003 003 003 004 003 003 004 004 000 000 000 000 000 0,01

20 A.funifera-9 0,03 003 003 003 003 003 003 003 003 003 003 004 000 000 000 000 000 001 0,00

21 A funifera-10 0,03 003 003 003 003 003 003 003 003 003 003 004 000 000 000 000 000 000 000 000

22 A funifera-12 0,03 004 003 003 003 003 003 004 004 004 003 004 000 000 000 000 000 001 000 000 0,00

23 A.maripa-1 001 002 001 002 001 002 002 002 002 002 002 002 003 003 003 003 003 003 003 002 003 003

24 A maripa-4 001 002 001 002 001 002 002 002 002 002 002 002 003 003 003 003 003 003 003 003 003 003 0,00

25 A maripa-5 002 002 002 002 002 002 002 002 002 002 002 003 003 003 003 003 003 003 003 003 003 003 000 0,01

26 A.maripa-6 002 002 002 002 002 001 002 002 002 002 002 003 003 003 003 003 003 003 003 002 003 003 000 001 000
21 A maripa-T 001 002 001 002 001 002 002 002 002 002 002 002 003 003 003 003 003 003 003 002 003 003 000 000 000
28 A. cohune - AY601239.1 001 002 001 001 001 002 001 002 002 002 002 002 003 003 003 002 003 003 003 002 002 003 001 001 001
29 A cuatrecasana-AY601241.1 0,01 002 001 002 001 001 002 002 001 002 002 002 003 003 003 003 003 003 003 003 003 003 001 001 002
30 A oleifera— AY601238.1 002 003 002 002 002 002 002 003 003 003 003 003 002 002 002 002 002 002 002 002 002 002 002 002 002
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Continuacdo da Tabela 22. Estimativa de distdncias par a par entre as sequéncias de Attalea geradas para o marcador PRK (Kimura 2P)

26 27 28 29 30 3 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50
1 A barreirensis — B1
2 A barreirensis — B2
3 A. barreirensis — B3
4 A barreirensis — B4
5  A. barreirensis — B5
6 A barreirensis — B6
7 A. barreirensis - BT
8 A barreirensis — B8
9 A barreirensis — B9
10  A. barreirensis — B10
11 A. barreirensis — B11
12 A. barreirensis —B12
13 A. funifera—1
14 A. funifera—-2
15 A. funifera-3
16 A. funifera—4
17 A. funifera-5
18  A. funifera—6
19 A. funifera—8
20  A. funifera—9
21 A. funifera—10
22 A funifera—12
23 A. maripa-1
24 A maripa-4
25 A.maripa-5
26 A. maripa-6
27 A.maripa-7 0,00
28  A. cohune - AY601239. 1 0,01 0,01
29 A, cuatrecasana — AY601241.1 0,02 0,01 0,01
30 A. oleifera— AY601238.1 0,02 0,02 0,02 0,02
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Continuacio da Tabela 22. Estimativa de distdncias par a par entre as sequéncias de Attalea geradas para o marcador PRK (Kimura 2P)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
31 A. allenii — AJ831346.1 0,01 002 001 001 001 002 001 002 002 002 002 002 003 003 003 002 003 003 003 002 002 003 001 001 001
32 A eichleri—CT07 0,01 001 001 001 001 001 001 002 001 001 002 002 002 002 002 002 003 002 002 002 002 003 001 001 001
33 A.teixeirana - hib - CT16 001 001 001 001 001 001 001 002 001 001 002 002 002 002 002 002 003 002 002 002 002 003 001 001 001
34 A teixeirana - hib - CT22 001 001 001 001 001 001 001 002 001 001 002 002 002 002 002 002 003 002 002 002 002 003 001 001 001
35 A speciosa-CT46 001 001 001 001 001 001 001 002 001 001 002 002 002 002 002 002 003 002 002 002 002 003 001 001 001
36 A.teixeirana - hib - CT02 001 002 001 001 001 002 001 002 002 002 002 002 003 003 003 002 003 003 003 002 002 003 001 001 001
37 A.vitrivir - 8BM 001 001 001 001 001 001 001 002 001 001 002 002 002 002 002 002 003 002 002 002 002 003 001 001 001
38 A speciosa—-AY601245.1 001 001 001 001 001 001 001 002 001 001 002 002 002 002 002 002 003 002 002 002 002 003 001 001 001
39 A speciosa-UB10110 002 002 002 002 002 002 002 003 002 002 002 002 003 003 003 003 003 003 003 003 003 004 002 002 002
40 A speciosa-S6 0,01 002 002 002 002 002 002 002 002 002 002 002 003 003 003 003 003 003 003 003 003 003 001 001 002
41 A.speciosa - S7 001 001 001 001 001 001 001 002 001 001 001 002 002 002 002 002 002 002 002 002 002 002 001 001 001
42 A.speciosa-S9 001 001 001 001 001 001 001 002 001 001 001 002 002 002 002 002 002 002 002 002 002 002 001 001 001
43 A.speciosa-S3 0,01 002 001 001 001 002 001 002 002 002 002 002 003 003 003 002 003 003 003 002 002 003 001 001 001
44 A speciosa-S4 0,03 004 003 003 003 004 003 004 004 004 004 004 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005 003 003 004
45  A.speciosa- S5 0,01 002 001 001 001 002 001 002 002 002 002 002 003 003 003 002 003 003 003 002 002 003 001 001 001
46 A.speciosa- S8 0,01 002 001 001 001 002 001 002 002 002 002 002 003 003 003 002 003 003 003 002 002 003 001 001 001
47 A.eichleri- E4 0,01 002 001 001 001 002 001 002 002 002 002 002 003 003 003 002 003 003 003 002 002 003 001 001 001
48 A.eichleri- E11 0,01 001 001 001 001 001 001 002 001 001 001 002 002 002 002 002 002 002 002 002 002 002 001 001 001
49 A phalerata — AY601240.2 0,01 002 002 002 002 002 002 002 002 002 002 002 003 003 003 003 003 003 003 003 003 003 001 001 002
50  Cocos nucifera— AY601235.1 0,06 0,07 0,07 006 007 007 006 008 007 007 007 007 007 007 007 007 007 007 007 007 007 008 007 007 0,07
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Continuacdo da Tabela 22. Estimativa de distdncias par a par entre as sequéncias de Attalea geradas para o marcador PRK (Kimura 2P)

26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50
31 A. allenii — AJ831346.1 0,01 001 000 001 002
32 A. eichleri— CT07 0,010 001 001 001 002 0,01
33 A.teixeirana - hib - CT16 0,010 001 001 001 002 001 000
34 A teixeirana - hib — CT22 0,010 001 001 001 002 001 000 000
35 A speciosa-CT46 0,01 001 001 001 002 001 000 000 0,00
36  A. reixeirana — hib — CT02 0,00 001 001 001 002 001 000 001 000 000
37 A. vitrivir - 8BM 0,010 001 001 001 002 001 000 000 000 000 0,00
38  A.speciosa- AY601245.1 0,01 001 001 001 002 001 000 000 000 000 000 0,00
39 A. speciosa-UB10110 0,02 002 002 002 003 002 001 001 001 001 002 001 001
40 A speciosa - S6 0,02 001 001 001 002 001 001 001 001 001 001 001 001 0,02
41 A. speciosa-S7 0,01 001 000 001 001 000 000 000 000 000 000 000 000 001 0,01
42 A. speciosa-$9 0,01 001 000 001 001 000 000 000 000 000 000 000 000 001 001 0,00
43 A. speciosa-S3 0,010 001 001 001 002 001 001 001 001 001 001 001 001 002 001 000 0,00
44 A speciosa- S4 0,04 003 003 003 004 003 003 003 003 003 003 003 003 004 003 003 003 003
45 A speciosa- S5 0,010 001 001 001 002 001 001 001 001 001 001 001 001 002 001 000 000 001 003
46  A. speciosa- S8 0,010 001 001 001 002 001 001 001 001 001 001 001 001 002 001 000 000 001 003 0,00
47 A.eichleri— E4 0,01 001 001 001 002 001 000 001 000 000 000 000 000 002 001 000 000 001 003 001 001
48  A.eichleri— E11 0,010 001 000 001 001 000 000 000 000 000 000 000 000 001 001 000 000 000 003 000 000 000
49 A phalerata — AY601240.2 0,02 001 001 001 002 001 001 001 001 001 001 001 001 002 001 001 001 001 003 001 001 001 0,01
50  Cocos nucifera — AY601235.1 0,07 007 006 006 007 006 006 006 006 006 006 006 006 007 006 006 006 006 009 006 006 006 006 0,06
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Anexo IV. Arvores de MP e MV

matK - MP

. phalerata - UB238

. Speciosa - UB10110

. phalerata - HQ265548.1
. butyracea - JQ586691.1
. rostrata - GQ981943.1
. allenii - AM114636.1

. teixeirana - hib - BA1

. teixeirana - hib - BA39
. teixeirana - hib - CTO1
. teixeirana - hib - CT02
. teixeirana - hib - CT37
. teixeirana - hib - CT38
. Speciosa - CT46

. speciosa - CT47

. teixeirana - hib - LA19
. eichleri- UB1091

. vitrivir- CEN10759

. barreirensis - B15

. barreirensis - B16

. barreirensis - B17

. eichleri- E18

. eichleri- E19

. funifera -7

. funifera - 10

. funifera - 5

.maripa - 10

. maripa - 15

. maripa - 16

. phalerata - P30

. teixeirana - hib - CT22
. phalerata - P36

. Speciosa - S4

. speciosa - S17

ocos nucifera - HQ265564.1

61

63
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Figura 32. Arvore filogenética de Maxima Parcimonia gerada a partir de sequéncias do gene matK,
mostrando relagdes entre espécies do género Attalea. O valores de bootstrap significativos (maior
que 50%) estdo representados nos nds. Cocos nucifera (HQ265564.1) foi utilizado como outgroup.
As arvores de consenso de bootstrap foram inferidas a partir de 1.000 repeti¢des.
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rbcL - MP

eichleri - UB1091

. phalerata - UB238

. speciosa - UB10110

. barreirensis - UB36868

. speciosa - CEN58039

. maripa - CEN12546
barreirensis - B15
barreirensis - B16

. barreirensis - B17

. eichlerni - E17

. eichleri - E18
eichleri - E19

. funifera -7

. maripa - 10

. maripa-15

. phalerata - P12

. phalerata - P30
phalerata - P36
speciosa - S5
speciosa - S4

. allenii - AJ404829 1

. butyracea -JQ590420 1

. rostrata - GQ981675.1
teixeirana - hib - BA1
teixeirana - hib - BA4

. Speciosa - BA39

. teixeirana - hib - CTO1

. teixeirana - hib - CT02

. teixeirana - hib - CT20
teixeirana - hib - CT37
teixeirana - hib - CT22

. teixeirana - hib - CT38

. speciosa - CT46

. eichlen - ES22

Cocos nucifera - AY012507 1
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Figura 33. Arvore filogenética de Maxima Parciménia gerada a partir de sequéncias do gene rbcL,
mostrando relagdes entre espécies do género Attalea. O valores de bootstrap significativos (maior
que 50%) estdo representados nos nds. Cocos nucifera (AY012507.1) foi utilizado como outgroup.
As arvores de consenso de bootstrap foram inferidas a partir de 1.000 repetigdes.
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trnl - MP

. allenii - AJ241312.1
. teixeirana - hib - BA1

. barreirensis - B15

. barreirensis - B16

. eichleri - E18

. eichleri - E19

maripa - 10

. phalerata - P12

. phalerata - P30

. phalerata - P36

. Speciosa - S4

. Speciosa - S5

. Speciosa - S17
barreirensis - UB36868

. barreirensis - CEN52072
. eichleri - UB1091

. phalerata - UB238

. Speciosa - UB10110

. vitrivir - CEN10759

. barreirensis - B17

. crassisphata - AJ241321.1
. phalerata - HQ265783.1
. teixeirana - hib - CT01

. teixeirana - hib - CT02

. eichleri - CTO7

. teixeirana - hib - CT20

. teixeirana - hib - CT22

. teixeirana - hib - CT37

. Speciosa - CT46

. Speciosa - CT47

Cocos nucifera - AM113647.1

51
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Figura 34. Arvore filogenética de Méaxima Parcimonia gerada a partir de sequéncias do gene frnL,
mostrando relagdes entre espécies do género Attalea. O valores de bootstrap significativos (maior
que 50%) estdo representados nos nds. Cocos nucifera (AM113647.1) foi utilizado como outgroup.
As arvores de consenso de bootstrap foram inferidas a partir de 1.000 repeti¢des.
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ITS - MP

A. speciosa - S5
A. speciosa - S17
A. eichleri - E19
A. eichleri - E18

A. vitrivir - 2M1
1A, vitrivir - 1BM

A. vitnvir- 1M1
A. vitrivir - 2BM
A. speciosa - S4

A. funifera - 11

58 A. barreirensis - B5
55| A. barreirensis - B7
A. bamreirensis - B1

—+A. barreirensis - UB36868
100 | [FA. barreirensis - B6

—A. barreirensis - B8

35
—A. barreirensis - B4
A. phalerata - P30
Cocos nucifera - 265515.1
4.0

Figura 35. Arvore filogenética de Maxima Parcimonia gerada a partir de sequéncias do gene ITS,
mostrando relagdes entre espécies do género Attalea. O valores de bootstrap significativos (maior
que 50%) estdo representados nos nds. Cocos nucifera (HQ265515.1) foi utilizado como outgroup.
As arvores de consenso de bootstrap foram inferidas a partir de 1.000 repeti¢des.
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PRK - MP

A, barreirensis - B3
89 53 A. barreirensis - B5
e A, barreirensis - B6
A. barreirensis - B8
31 A. barretrensrs =5
55 . manpa -1
. manpa -
. manpa -
mmm
man
funii ra
funifera -
funifera -
funifera -
funifera -
funifera - 9
funifera - 12
funifera - 4
funifera - 10
funifera - 6
. oleifera - AY801238.1
cohune - AY601239.1
. cuatrecasana - AY601241.
. allenii - AJ831346.1
. eichlen - CTO07
. teixeirana - hib - CT22
. Speciosa - CT46
, teixeirana - hib - CT02
. vitnvir - 8BM
. speciosa - AY601245.1
. eichlen - E4
. teixeirana - hib - CT16
. Speciosa - S6
. speciosa - S7
. speciosa - S9
. speciosa - S3
. speciosa - S4
. Speciosa - gg
josa -
Iljcﬁen E11
phalerata -AY601240.2
75 . speciosa - UB10110
14 36 A. barreirensis - B4
42 A. barreirensis - B7
A. barreirensis - B10
A. barreirensis - B11
43 %5 A. barreirensis - B1
{ A. barreirensis - B2
A. barreirensis - B12
Cocos nucifera - AY601235.1

76
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Figura 36. Arvore filogenética de Méaxima Parcimonia gerada a partir de sequéncias do gene PRK,
mostrando relagdes entre espécies do género Attalea. O valores de bootstrap significativos (maior
que 50%) estdo representados nos nos. Cocos nucifera (AY601235.1) foi utilizado como outgroup.
As arvores de consenso de bootstrap foram inferidas a partir de 1.000 repetigdes.
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Anexo IV — Arvores de MV

matK - MV
A. speciosa - S4
A. speciosa - S17
A. phalerata - P36
A. phalerata - P17
56! A. teixeirana - hib - CT22
A. maripa - 16
A. maripa - 15
A. maripa - 10
67|A. funifera - 5
A. funifera - 10
A. funifera-7
A. eichleri- E19
A. eichleri- E18
A. barreirensis - B17
A. barreirensis - B16
A. barreirensis - B15
A. vitrivir- CEN10759
A. eichleri- UB1091
A. phalerata - UB238
A. speciosa - UB10110
A. phalerata - HQ265548.1
A. butyracea - JQ586691.1
A. rostrata - GQ981943.1
A. allenii - AM114636.1
A. teixeirana - hib - BA1
A. teixeirana - hib - BA39
A. teixeirana - hib - CT01
A. teixeirana - hib - CT02
A. teixeirana - hib - CT37
A. teixeirana - hib - CT38
A. speciosa - CT46
A. speciosa - CT47
A. teixeirana - hib - LA19
Cocos nucifera - HQ265564.1
)
0.00020

Figura 37. Arvore filogenética de Maxima Verossimilhanga inferida a partir de sequéncias do gene
matK, mostrando relagdes entre algumas espécies do género Attalea. Os valores significativos (maior
que 50%) de bootstrap (1.000 repetigdes) estdo representados na na arvore. Cocos nucifera
(HQ265564.1) foi utilizado como outgroup.
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rbeL — MV

. teixeirana - hib - BA1

. teixeirana - hib - CT02
. rostrata - GQ981675.1
. butyracea - JQ590420.1
. allenii - AJ404829.1

. Speciosa - S4

. Speciosa - S5

. phalerata - P36

. phalerata - P30

. phalerata - P12

. manpa- 15

. maripa - 10

. eichleri - E19

. eichleri - E18

. barreirensis - B16

. barreirensis - B15

. maripa - CEN56852

. eichleri - UB1091

. phalerata - UB238

. teixeirana - hib - CT20
. teixeirana - hib - CT37
. teixeirana - hib - CT22
. speciosa - UB10110

. teixeirana - hib - CT38
. Speciosa - CT46

. barreirensis - UB36868
. Speciosa - CEN58039
. teixeirana - hib - BA4

DEDXIDIDIDIDIDIDEIDIDIDIDIDIDIDIDIDIDIDIDIDIDIDIDIDIIDD

A. eichleri - E17

A. funifera -7

A. barreirensis - B17
A. speciosa - BA39

A. teixeirana - hib - CT01
A. eichleri - ES22
Cocos nucifera - AY012507 .1

0.00050

Figura 38. Arvore filogenética de Maxima Verossimilhanga inferida a partir de sequéncias do gene
rbeL, mostrando relagdes entre algumas espécies do género Attalea. Os valores significativos (maior
que 50%) de bootstrap (1.000 repeticdes) estdo representados na arvore. Cocos nucifera
(AY012507.1) foi utilizado como outgroup.
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trnl — MV

. barreirensis - B15
. barreirensis - B16
. eichleri - E18
. eichleri - E19

A.maripa - 10
. phalerata - P12

. phalerata - P30

. phalerata - P36

. Speciosa - S4

. Speciosa - S5

. Speciosa - S17

. barreirensis - UB36868
A. barreirensis - CEN52072
. crassispatha - 2413121
. phalerata - HQ265783.1
. teixeirana - hib - CTO1

. teixeirana - hib - CT02

- eichleri - CTO7

. teixeirana - hib - CT20

. teixeirana - hib - CT22

. teixeirana - hib - CT37
. Speciosa - CTA6

. Speciosa - CTA7

. eichleri - UB1091

. phalerata - UB238

. speciosa - UB10110

. barreirensis - B17

65

D> DD DD

A_ vitrivir - CEN10759

A. allenii - AJ241312 1
A. teixeirana - hib - BA1

Cocos nucifera - AM113647 .1

A
0.00050

Figura 39. Arvore filogenética de Maxima Verossimilhanga inferida a partir de sequéncias do gene
trnL, mostrando relagdes entre algumas espécies do género Attalea. Os valores significativos (maior
que 50%) de bootstrap (1.000 repeticdes) estdo representados na na arvore. Cocos nucifera
(AM.113647.1) foi utilizado como outgroup.
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psbA-trnH - MV

A. vitnivir - 1BM
A. vitnvir - 2M1
A. vitnvir - 2BM
A. barreirensis - B17

A. barreirensis - B16
—7______A. eichleri- E17
A. eichleri - E18
A. speciosa - UB10110

A. teixeirana - hib - CT20

. vitnvir- 1M1

. vitnvir- CEN10759

. teixeirana - hib - CT01

. teixeirana - hib - CT37

. phalerata - UB238

. barreirensis - 36868

. eichleni - UB1091

A. funifera - 7

A. phalerata - P12

A. funifera - 15
361A. phalerata - P36

A. manpa - 12

A. speciosa - S4

A. speciosa - S5

A. speciosa - S17

L A. teixeirana - hib - BA1

A. speciosa - CT47

A. teixeirana - hib - BA4

A. teixeirana - hib - FZ12

A. teixeirana - hib - CT02
—e5lA. eichleri - CT07
Cocos nucifera - GQ435464.1

30

DD DD

36

36

—
0.0010

Figura 40. Arvore filogenética de Maxima Verossimilhanga inferida a partir de sequéncias do gene
psbA-trnH, mostrando relagdes entre algumas espécies do género Attalea. Os valores significativos
(maior que 50%) de bootstrap (1.000 repeticdes) estdo representados estdo representados na arvore.
Cocos nucifera (GQ435464.1) foi utilizado como outgroup.
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PRK - MV

A. barreirensis - B3

|A. bamreirensis - B5

A. barreirensis - B6

n A. barreirensis - B8
__A. barreirensis - B9

A. speciosa - UB10110

A. barreirensis - B1

A. barreirensis - B2

A, barreirensis - B12

-A. barreirensis - B11
A. barreirensis - B10

A. barreirensis - B4

=IA. barreirensis - B7

A. speciosa - S4

Nn

A. speciosa - S9
A. eichlen - E11
A. speciosa - ST

A. eichleri - hib - CT16
L A. speciosa - S3
A. eichleri- E7
A. teixeirana - hib - CT22
A. speciosa - CT46
|- A. teixeirana - hib - CT02
1A, eichleri - E4
A. vitrivir- 8BM
A. speciosa - AY601245.1
—A. cohune - AY601239.1
LA, allenii- AJ831346.1
—A. phalerata - AY601240.2
‘| —A. cuatrecasana - AY601241.1
=1 A. speciosa - S5

& A. speciosa - S8
A. speciosa - S6
—A. oleifera - AY601238.1
—A. funifera - 9
—A. funifera - 6
= . A, funifera - 4
A, funifera - 10

A, funifera - 12
A. funifera - 1
A. funifera - 2
A. funifera - 3
A. funifera - 5
A. funifera - 8
Cocos nucifera - AY601235.1

&

@
=

Figura 41. Arvore filogenética de Maxima Verossimilhanga inferida a partir de sequéncias do gene
PRK, mostrando relagdes entre algumas espécies do género Attalea. Os valores significativos (maior
que 50%) de bootstrap (1.000 repeticdes) estdo representados na arvore. Cocos nucifera
(AY601235.1) foi utilizado como outgroup.
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ITS - MV

A. speciosa - S4
A. speciosa - S5
w0 A. speciosa - S17

A. eichleri - E19
A. vitrivir - 2BM
—A. eichleri- E18
A. vitrivir - 2M1
G?{A. vitrivir - 1BM
A. vitrivir - 1M1
A. phalerata - P30

..

A. barreirensis - B4

D A. barreirensis - B6
A. barreirensis - B8
of A. funifera - 11

A. barreriensis - B5
A. barreirensis - B1
A. barreirensis - B7
A. barreirensis - UB368688

Cocos nucifera - HQ265515.1

0.020

Figura 42. Arvore filogenética de Maxima Verossimilhanga inferida a partir de sequéncias do gene
ITS, mostrando relagdes entre algumas espécies do género Attalea. Os valores significativos (maior
que 50%) de bootstrap (1.000 repeticdes) estdo representados na arvore. Cocos nucifera
(HQ265515.1) foi utilizado como outgroup.
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Anexo V - Sequéncias das amostras de Attalea geradas pelos marcadores matK, rbcL, trnL, psbA-trnH, ITS e PRK.

Sequéncias de matK

eichleri - UB1091
phalerata - UB238
speciosa - UB10110
vitrivir - CEN10759
barreirensis - Bl5
barreirensis - Bl6
barreirensis - Bl7
eichleri - E18
eichleri - E19
funifera - 7
funifera - 10
funifera - 25
maripa - 10

maripa - 15

maripa - 16
phalerata - P30
phalerata - P36
speciosa - S4
speciosa - S17
phalerata - HQ26554
butyracea - JQ58669
rostrata - GQ981943
butyracea - JQ58669
allenii - AM114636.
teixeirana - hib -
teixeirana - hib -
teixeirana - hib -
teixeirana - hib -
teixeirana - hib -
teixeirana - hib -
teixeirana- hib - C
speciosa - CT46
speciosa - CT47
teixeirana - hib -

e S T

Cocos nucifera - HQ265564.1

8.1
1.1
.1
0.1
1
BAl
BA39
CTO1
CTO02
CT22
CT37
T38

LAl9

10 20 30 40 50 60 70 80 90

100 110
([ I

TCGCAATCTGATAAATTGGTCCAGGTCGGCTTACTAATAGGATGCCCCGATACGGTACAAAATTTAGCTTTAGACAATGATCCAATAAGAGGAATAA CTGGGACTCTGG
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Continuagao das sequéncias de matK

eichleri - UB1091

. phalerata - UB238

speciosa - UB10110
vitrivir - CEN10759
barreirensis - Bl5
barreirensis - Bl6
barreirensis - Bl7

eichleri - E18
eichleri - E19
funifera - 7
funifera - 10
funifera - 25
maripa - 10
maripa - 15
maripa - 16
phalerata - P30
phalerata - P36
speciosa - S4
speciosa - S17

teixeirana - hib -
teixeirana - hib -
teixeirana - hib -
teixeirana - hib -
teixeirana - hib -
teixeirana - hib -
teixeirana - hib -
speciosa - CT46

speciosa - CT47

teixeirana - hib -

T

Cocos nucifera - HQ265564.1

phalerata - HQ265548.1
butyracea - JQ586691.1
rostrata - GQ981943.1
butyracea - JQ586690.1
allenii - AM114636.1

BAl

BA39
CTO1
CTO02
CT22
CT37
CT38

LAl9

120 130 140 150

160 170 180 190 200 210 220

TATCGAATTTTTTAATAAGAGTATCTATTAGAAATGAATTCTCTAGCGTTTGATTCCTTACCGCCGAAGGATTTATTAGTACACTTGAAAGATAACCTAGAAAATAG.
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Continuagao das sequéncias de matK

eichleri

eichleri
eichleri
funifera
funifera
funifera
maripa -
maripa -
maripa -

speciosa
speciosa

speciosa
speciosa

e T

- UB1091
phalerata - UB238
speciosa - UB10110
vitrivir - CEN10759
barreirensis - Bl5
barreirensis - Bl6
barreirensis - Bl7

- E18
- E19
-7
- 10
- 25
10
15
16

phalerata - P30
phalerata - P36

- S4
- 817

- CT46
- CT47

. teixeirana - hib -
Cocos nucifera - HQ265564.1

phalerata - HQ265548.1
butyracea - JQ586691.1
rostrata - GQ981943.1
butyracea - JQ586690.1
allenii - AM114636.1

teixeirana - hib
teixeirana - hib
teixeirana - hib
teixeirana - hib
teixeirana - hib
teixeirana - hib
teixeirana - hib

BAl

BA39
CTO1
CTO02
CT22
CT37
CT38

LAl9

230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330
| . S e O I | . | . | . B e I O e e I .

GAACAGCTTGATAATTGGTTTATATGGATCCTGTACGGTTGAGACCAAAAGTGAAAATAATATTGCCAGAAATTGACAAGATGACATTTCCATTTCTTCATCAGAAGATG
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Continuagao das sequéncias de matK

eichleri

eichleri
eichleri
funifera
funifera
funifera
maripa -
maripa -
maripa -

speciosa
speciosa

speciosa
speciosa

e T

- UB1091
phalerata - UB238
speciosa - UB10110
vitrivir - CEN10759
barreirensis - Bl5
barreirensis - Bl6
barreirensis - Bl7

- E18
- E19
-7
- 10
- 25
10
15
16

phalerata - P30
phalerata - P36

- S4
- 817

- CT46
- CT47

. teixeirana - hib -
Cocos nucifera - HQ265564.1

phalerata - HQ265548.1
butyracea - JQ586691.1
rostrata - GQ981943.1
butyracea - JQ586690.1
allenii - AM114636.1

teixeirana - hib
teixeirana - hib
teixeirana - hib
teixeirana - hib
teixeirana - hib
teixeirana - hib
teixeirana - hib

BAl

BA39
CTO1
CTO02
CT22
CT37
CT38

LAl9

340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440
P I e e e T I O S T
AGTCCCCTTTG. CCAGAATTGCTTTTCCTTGATATCGAACATAATGCATGAAGGGATCCTTGAAGAACCATAGGGTCTTCTGAAAATAATTACGGCGCACTACTATAA
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Continuagao das sequéncias de matK

eichleri

eichleri
eichleri
funifera
funifera
funifera
maripa -
maripa -
maripa -

speciosa
speciosa

speciosa
speciosa

e T

- UB1091
phalerata - UB238
speciosa - UB10110
vitrivir - CEN10759
barreirensis - Bl5
barreirensis - Bl6
barreirensis - Bl7

- E18
- E19
-7
- 10
- 25
10
15
16

phalerata - P30
phalerata - P36

- S4
- 817

- CT46
- CT47

. teixeirana - hib -
Cocos nucifera - HQ265564.1

phalerata - HQ265548.1
butyracea - JQ586691.1
rostrata - GQ981943.1
butyracea - JQ586690.1
allenii - AM114636.1

teixeirana - hib
teixeirana - hib
teixeirana - hib
teixeirana - hib
teixeirana - hib
teixeirana - hib
teixeirana - hib

BAl

BA39
CTO1
CTO02
CT22
CT37
CT38

LAl9

450 460 470 480 490 500 510 520 530 540 550
e e e T e e S L T Y T I
GATGTTCTATTTTTCCATAGAAATGTGTTCGCTCAAGAAAAGCTCCAGAAGATGTTAATCGTAAATAAGAAGATTGTTTACGAAGAAAAACTAATACAAATTCGCATTCA
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Continuagao das sequéncias de matK

560 570

eichleri - UB1091 GATACATAAGAATTAT
. phalerata - UB238
speciosa - UB10110
vitrivir - CEN10759
barreirensis - Bl5
barreirensis - Bl6
barreirensis - Bl7
eichleri - E18
eichleri - E19 ... ...l
funifera - 7 e
funifera - 10
funifera - 25 = L.l
maripa - 10 L.l
maripa - 15 L.l L.
maripa - 16 L.l ...
phalerata - P30
phalerata - P36
speciosa - S4
speciosa - S17 ...,
phalerata - HQ265548.1  ................
butyracea - JQ586691.1 = ................
rostrata - GQ981943.1 = ................
butyracea - JQ586690.1  ................
allenii - AM114636.1 = ................
teixeirana - hib - BA1  ................
teixeirana - hib - BA39  ................
teixeirana - hib - CTO1  ................
teixeirana - hib - CT02 ................
teixeirana - hib - CT22 ................
teixeirana - hib - CT37 ................
teixeirana - hib - CT38 ................
speciosa - CT46
speciosa - CT47

. teixeirana - hib - LA19 ................
Cocos nucifera - HQ265564.1 ................

e L L

580

590

600
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Sequéncias de rbcL

Cocos nucifera - AY012507.1

e L T

eichleri - UB1091

. phalerata - UB238

speciosa - UB10110
barreirensis - UB36868
speciosa - CEN58039
maripa - CEN12546
barreirensis - Bl5
barreirensis - Bl6
barreirensis - Bl7
eichleri - E17
eichleri - E18
eichleri - E19
funifera - 7

maripa - 10

maripa - 15

phalerata - P12
phalerata - P30
phalerata - P36
speciosa - S5

speciosa - S4

allenii - AJ404829.1
butyracea - JQ590420.1
rostrata - GQ981675.1
teixeirana - hib - BAl
teixeirana - hib - BA4
teixeirana - hib - BA39
teixeirana - hib - CTO1l

teixeirana - hib - CT02

teixeirana - hib - CT20
teixeirana - hib - CT37
teixeirana - hib - CT22
teixeirana - hib - CT38
speciosa - CT46
eichleri - ES22

10 20 30 40 50 60 70 80 90
e B S A I D T e e
GATTAC. TTGACTTATTATACTCCTGACTACGAAACCAAAGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTAACTCCTCAACCCGGAGTTCCG

100 110
T I e
CCTGAGGAAGCAGGGG
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Continuagao das sequéncias de rbcL

Cocos nucifera - AY012507.1

e L T

eichleri - UB1091
phalerata - UB238
speciosa - UB10110
barreirensis - UB36868
speciosa - CEN58039
maripa - CEN12546
barreirensis - Bl5
barreirensis - Bl6
barreirensis - Bl7
eichleri - E17
eichleri - E18
eichleri - E19
funifera - 7

maripa - 10

maripa - 15

phalerata - P12
phalerata - P30
phalerata - P36
speciosa - S5

speciosa - S4

allenii - AJ404829.1
butyracea - JQ590420.1
rostrata - GQ981675.1
teixeirana - hib - BAl
teixeirana - hib - BA4
teixeirana - hib - BA39
teixeirana - hib - CTO1l

teixeirana - hib - CT02

teixeirana - hib - CT20
teixeirana - hib - CT37
teixeirana - hib - CT22
teixeirana - hib - CT38
speciosa - CT46
eichleri - ES22

120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220
T o I P T e s S O T
CAGCGGTAGCTGCCGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTGTGGACTGATGGACTTACCAGTCTTGATCGTTACAAAGGACGATGCTACCACATCGAAACCGTTGTC
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Continuagao das sequéncias de rbcL

Cocos nucifera - AY012507.1

e R Y

eichleri - UB1091

. phalerata - UB238

speciosa - UB10110
barreirensis - UB36868
speciosa - CEN58039
maripa - CEN12546
barreirensis - Bl5
barreirensis - Blé6
barreirensis - Bl7
eichleri - E17
eichleri - E18
eichleri - E19
funifera - 7

maripa - 10

maripa - 15

phalerata - P12
phalerata - P30
phalerata - P36
speciosa - S5

speciosa - S4

allenii - AJ404829.1
butyracea - JQ590420.1
rostrata - GQ981675.1
teixeirana - hib - BAl
teixeirana - hib - BA4
teixeirana - hib - BA39
teixeirana - hib - CTO1l

teixeirana - hib - CT02

teixeirana - hib - CT20
teixeirana - hib - CT37
teixeirana - hib - CT22
teixeirana - hib - CT38
speciosa - CT46
eichleri - ES22

230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330
O e e L T I T I
GGGGAGGAAAATCAATATATTGCTTATGTAGCCTATCCTTTAGACCTTTTTGAAGAAGGTTCTGTTACTAACATGTTTACTTCCATTGTGGGTAATGTATTTGGTTTCAA
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Continuagao das sequéncias de rbcL

Cocos nucifera - AY012507.1

e T T

eichleri - UB1091
phalerata - UB238
speciosa - UB10110
barreirensis - UB36868
speciosa - CEN58039
maripa - CEN12546
barreirensis - Bl5
barreirensis - Bl6
barreirensis - Bl7
eichleri - E17
eichleri - E18
eichleri - E19
funifera - 7

maripa - 10

maripa - 15

phalerata - P12
phalerata - P30
phalerata - P36
speciosa - S5

speciosa - S4

allenii - AJ404829.1
butyracea - JQ590420.1
rostrata - GQ981675.1
teixeirana - hib - BAl
teixeirana - hib - BA4
teixeirana - hib - BA39
teixeirana - hib - CTO1l

teixeirana - hib - CT02

teixeirana - hib - CT20
teixeirana - hib - CT37
teixeirana - hib - CT22
teixeirana - hib - CT38
speciosa - CT46
eichleri - ES22

340 350 360 370 380 390 400 410 420 430
S e e e L A
AGCCCTACGAGCTCTACGTCTGGAGGATCTGCGAATTCCCACTTCTTATTCCAAAACTTTCCAAGGCCCGCCTCATGGTATCCAAGTTGAAAGAGATAAGTT

440
el
GAACRAG
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Cocos nucifera - AY012507.1

e R Y

Continuac¢ao das sequéncias de rbcL

eichleri -
phalerata -
speciosa -
barreirensi
speciosa -
maripa - CE
barreirensi
barreirensi
barreirensi
eichleri -
eichleri -
eichleri -
funifera -
maripa - 10
maripa - 15
phalerata -
phalerata -
phalerata -
speciosa -
speciosa -

UB1091
UB238
UB10110
s - UB36868
CEN58039
N12546

s - B15
s - Bl6
s - B17
E17

E18

E19

7

P12

P30

P36
s5
sS4

allenii - AJ404829.1

butyracea -
rostrata -
teixeirana
teixeirana
teixeirana
teixeirana
teixeirana
teixeirana
teixeirana
teixeirana
teixeirana
speciosa -
eichleri -

JQ590420.1
GQ981675.1

- hib - BAl
- hib - BA4
- hib - BA39
- hib - CTO1
- hib - CTO02
- hib - CT20
- hib - CT37
- hib - CT22
- hib - CT38
CT46
ES22

450

460 470

480 490

TATGGTCGTCCT CTATTGGGATGTACTATTAAACCAAAATTGGGATTA
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Sequéncias de trnL

R S

barreirensis - Bl5
barreirensis - Bl6
eichleri - E18

eichleri - E19

maripa - 10

phalerata - P12
phalerata - P30
phalerata - P36
speciosa - S4

speciosa - S5

speciosa - S17
barreirensis - UB36868
barreirensis - CEN52072
eichleri - UB1091
phalerata - UB238
speciosa - UB10110
vitrivir - CEN10759
barreirensis - Bl7
crassispatha - AJ241321.
phalerata - HQ265783.1
allenii - AJ241312.1
teixeirana - hib - BAl
teixeirana - hib - CTO1l
teixeirana - hib - CTO02
eichleri - CTO07
teixeirana - hib - CT20
teixeirana - hib - CT22
teixeirana - hib - CT37
speciosa - CT46
speciosa - CT47

Cocos nucifera - AM113647.1

10 20 30 40 50 60 70 80
e e e e e e I R
CCTTATTTTGAGAAAACAAGGGTTTATAAAACTAGAATAAAAAAGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAACGAA

90 100 110
P e S I
TGGAGTTGACTACGTTGTGTTGGTAG
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Continuagao das sequéncias de trnL

120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220
e e e P B e N

barreirensis - Bl5 CTGGAA TTCCTCTATCG AAATTACAGAAAGGACGGCCCTATATAATATATCTAATACGTACGTATACATACTAACATATCAAACGATTAATCACGACCCGAATCTATC
barreirensis — BL6 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
L= e o I = o R -
@ichleri — ELO e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
maripa — 10 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Phalerata - PL2 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Phalerata — P30 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Phalerata — P36 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
SPECIOSA = SA e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
SPECIOSA = S5 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
speciosa - S17  ...... S Y
barreirensis — UB36868 .. ... e e e e e e e e e e e e e e et e e
barreirensis — CENGD 2072 . ... e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
eichleri — UBLOOL e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e
Phalerata - UB238 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
speciosa — UBLOLL0 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
2 o o R B o o ) B 0 L
barreirensis — BLT e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
crassispatha — AJ24L132L1 .1 . ... e e e e e e e e e e e e e e e e
pPhalerata - HQ265783 .1 ... ittt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
allenii - AJ24L1312.1 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
teixeirana - hib - BA1 = ...... ........... T T SRS.R........... S
teixeirana — DiDb = CTOL . ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
teixeirana — NID = CTO02 . ...ttt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
L= e o I =Y o A o 0
teixeirana — NID = CT20 . ..t ittt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
teixeirana — NID = CT22 . ... ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
teixeirana — NID = CT 37 .. e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
SPECIosa — CTA6 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
. SPEeCIOoSa = CTAT e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Cocos nucifera - AMI13647.1 ... ... it e e o

R R
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Continuagao das sequéncias de trnL

230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330

e e e e e e e e I e e
A. barreirensis - B1l5 GAA TATATATATATGAAAGAAAAAATTCAGAGTTATTGTGAA TCCATTCCAATCGAAGTTGAAGGAAGAATCGAATATTCAGTGATCAAATCATTCATTCCAGAG
A. barreirensis - Bl6 T
A. eichleri - E18 e
A. eichleri - E19 T
A. maripa - 10 B
A. phalerata - P12 B
A. phalerata - P30 B
A. phalerata - P36 B
A. speciosa - S4 B
A. speciosa - S5 B [
A. speciosa - S17 B
A. barreirensis - UB36868 B
A. barreirensis - CEN52072 T
A. eichleri - UB1091 T
A. phalerata - UB238 B
A. speciosa - UB10110 B
A. vitrivir - CEN10759 T
A. barreirensis - Bl7 T
A. crassispatha - AJ24L1321 .1 ... e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
A. phalerata - HQ265783.1 Lo
A. allenii - AJ241312.1 B i S
A. teixeirana - hib - BAl = = e 2 T TSN 2
A. teixeirana - hib - CTO1l = e
A. teixeirana - hib - CT02 = e
A. eichleri - CTO07 T
A. teixeirana - hib - CT20 = e
A. teixeirana - hib - CT22 = e
A. teixeirana - hib - CT37 = e
A. speciosa - CT46 B
A. speciosa - CT47 B
Cocos nucifera - AM113647.1 B 1 1 N
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Continuagao das sequéncias de trnL

340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440
e e e .

barreirensis - Bl5 TTTGATAGATCTTTTGAAAAACTGATTAATCGGACGAGAATAAAGAGAGAGTCCCGTTCTACATGTCAATACCGACAACAATGAAATTTATAGTAAGAGGAAAATCCGTC
barreirensis — BL6 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
@ichleri — EL8 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
L= e I = o A it
maripa — 10 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Phalerata — PL2 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Phalerata — P30 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Phalerata — P36 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
SPECIOSA = SA e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
SPECIOSA = S5 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
SPECIOsSa = SLT e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
barreirensis — UB36868 . ... e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
barreirensis - CENS2072 .. ..ttt ettt et et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
eichleri — UBLOOL e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Phalerata - UB238 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
speciosa — UBLOLL0 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
VIitraivair — CENLO TS e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
barreirensis — BLT e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
crassispatha — AJ24L132L .1 .. ..ttt e e e
pPhalerata - HQ265783 .1 ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
allenii - AJ24L312.1 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
teixeirana - NiD = BAL e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
teixeirana - NAD = CTOL L .. e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ettt
teixeirana - NiD = CT02 ... e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
@ichleri — CTOT e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
teixeirana - NibD = CT20 . ...ttt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
teixeirana - NAD = CT22 ... e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
teixeirana - NID = ClB7 . e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
SPECIosa — CTA6 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
L SPECIOSA = CTAT e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Cocos nucifera - AMILI3647T .1 . ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

R A
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Continuagao das sequéncias de trnL

barreirensis - Bl5
barreirensis - Bl6
eichleri - E18
eichleri - E19

maripa - 10

phalerata - P12
phalerata - P30
phalerata - P36
speciosa - S4

speciosa - S5

speciosa - S17
barreirensis - UB36868
barreirensis - CEN52072
eichleri - UB1091
phalerata - UB238
speciosa - UB10110
vitrivir - CEN10759
barreirensis - Bl7

phalerata - HQ265783.1
allenii - AJ241312.1
teixeirana - hib - BAl
teixeirana - hib - CTO1l
teixeirana - hib - CTO02
eichleri - CTO07
teixeirana - hib - CT20
teixeirana - hib - CT22
teixeirana - hib - CT37
speciosa - CT46
speciosa - CT47

R L

Cocos nucifera - AM113647.1

crassispatha - AJ241321.

450 460

GACTTTAGAAATCGTGAGGGTTCAAGTCC
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Sequéncias de ITS

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

e e e e e e e
A. speciosa - S4 GAAGT CCACTGAACC TTATCATTTAGAGGAAGGAGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTG AACCTGCGGAAG GATCATTGCCGAGACCCGGACGAGGAAAGACCC
A. SPECIOSA = S5 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
A. speciosa — S1T e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
A, eichleri — ELO e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
A, eichleri — EL8 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
A, VItrivir — 2ML e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
A, VItrivir — 1BM e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
A. vitrivir - 2BM e T
S v 1 5 ok A 7 15 e 0 S
A. funifera — 11 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e T e T
A. phalerata — P30 e e e e e e e e e e e e e e e e e e
A, barreirensis = BB e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
A, barreirensis = BB e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
A. barreirensis = B e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e AT . . e e T e e
A. barreirensis — B e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e T e
A. barreirensis = BT e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e AT . . e e T e e
A. barreirensis = Bl e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e AT . .t e e T e e
A. barreirensis — UB36868 . . ... . e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e AT . . e e T e e
Cocos nucifera - HQ265515.1 GG T, e e e e AT..... ... T. oo A..G.... ...... T
Continuagao das sequéncias de ITS

120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220

e e e e e e e o
A. speciosa - S4 GCGAACCAGTGAACGCGTCGCGCCGC AGCGGGAAGGCCCGGCCGACCCGCTGCGTCGCCCTCGCC CCCC GC CGCATTCGCCTCG GGGCCC GGA
A. SPEeCiosa = S5 e e e e e e e e e e e e BT T I ..
A. speciosa - S1T e e e e e e e e e e e e BT T I
A. eichleri - EL19 e e e e e e e e e e e e BT T I ..
A. eichleri - EL8 e e e e e e e e e e e BT T I C..
A, vitrivir - 2M1 e e e [ B T T
A, vitrivir - 1BM e e e [ B T T
A, VItrivir — 2BM e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e B T T
A, vitrivir - 1M1 e e e [ B T T
A. funifera - 11 = L. T....... O A, ..., B T T
A. phalerata - P30 ..., T B LI
A. barreirensis - B6 = . ........ . ..., T....... D A, ..., B T T
A. barreirensis - B8 ..., ... .0 ... C.T....... D A, ..., B T T
A. barreirensis - B5 = ... ... ... .0 0., T....... D A, ..., B T T
A. barreirensis - B4 = ... . .00 T..... L A, ..., LT C.oovvv
A. barreirensis - B7 = ... ..., T....... D A, ..., B T T
A. barreirensis - Bl ..., ... . 0., T....... D A, ..., B T T
A. barreirensis - UB36868  .................. T....... D A, ..., B T T T
Cocos nucifera - HQ265515.1 ........ A...GT.T..T..... N A CCTC....CA. ....... A..... T
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Continuagao das sequéncias de ITS

230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330
B e e e I
A. speciosa - S4 CCC-CCGCCCTATCGGGCGCG - GAGGTGCGCCC GCGGC - GCGGGGGGCG GCGGGCGGACCAAACCCGGCGCGGAGGGC CCAAGGAGCAGGAGCG
A. speciosa - S5 T T Tl T T T T T I T,
A. speciosa - S17 T T Tl T T T T I T T,
A. eichleri - E19 e T T T T T T T T T T
A. eichleri - E18 e T T T T T T T T T T
A. vitrivir - 2M1 e T T T T T T T T T S
A. vitrivir - 1BM e T T T T T T T T T T
A. vitrivir - 2BM e T T T T T T T T T
A. vitrivir - 1M1 e T T T T T T T T T T
A. funifera - 11 . R o SN [0l o 1 AN AAGAAA.TT.CA..G.TTCC.C
A. phalerata - P30 e e e oo Cllll GCGGCGT . . .t ittt it e e T T e e e e e e e e e e e e e e e
A. barreirensis - B6 e e e e R GCGGCCT. . ..o ittt i e e it e e GC............. AATAAA.TT.CA..G.TTCC.C
A. barreirensis - B8 e e e e R [0 e o 3 s AAGAAA.TT.CA..G.TTCC.C
A. barreirensis - B5 BN T...-....C...... [0 e o 3 s AAGAAA.TT.CA..G.TTCC.C
A. barreirensis - B4 e e e e ..T.C...... GCGGCGT. .... . ..vvevnn. | C.... T.TAAA.TG.CC..G.TTCC.C
A. barreirensis - B7 e e e e e R [0 e o 3 s AAGAAA.TT.CA..G.TTCC.C
A. barreirensis - Bl e e e e e R [0 e o 3 s AAGAAA.TT.CA..G.TTCC.C
A. barreirensis - UB36868 e e e e e R GCGGCGT. . ... v eeiiiieee i 1 2 AAGAAA.TT.CA..G.TTCC.C
Cocos nucifera - HQ265515.1 T.. ...... C........ TA-........ A..GCGGCGG. .A.. AT..C..... " eiieennen. G....... T.T...... N T.......

Continuacgao das sequéncias de ITS

340
N I
A. speciosa - S4 CGGAAGCGGG
A. speciosa - S5 = ...
A. speciosa - S17 = ...,
A. eichleri - E19 ..........
A. eichleri - E18 ..........
A. vitrivir - 2M1  ..........
A. vitrivir - 1BM  ..........
A. vitrivir - 2BM = ..........
A. vitrivir - 1M1 e T e e
A. funifera - 11 TA.T.A...C
A. phalerata - P30  ..........
A. barreirensis - B6 TA.T.A...C
A. barreirensis - B8 TA.T.A...C
A. barreirensis - B5 TA.T.A...C
A. barreirensis - B4 TA.T.C...C
A. barreirensis - B7 TA.T.A...C
A. barreirensis - Bl TA.T.C...C
A. barreirensis - UB36868 TA.T.A...C
Cocos nucifera - HQ265515.1 A.........
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Sequéncias de psbA-trnH

eichleri
eichleri
funifera
funifera
maripa -
speciosa
speciosa
speciosa

vitrivir
vitrivir
vitrivir
vitrivir
eichleri
vitrivir

speciosa

eichleri

speciosa

eichleri

R S

phalerata
phalerata

barreirensis - Bl6
barreirensis - Bl7

- E18
- E17
-7
- 15
12
- s4
- s5
- s17
- P12
- P36
- 2BM
- 1BM
- 2M1
- 1M1
- UB1091
- CEN10759

phalerata - UB238

- UB10110

barreirensis - UB36868
teixeirana - hib - BAl

- BA4

teixeirana - hib - CTO1l
teixeirana - hib - CT37

- CT47

teixeirana - hib - FZ12
teixeirana - hib - CTO02

- CTO07

. teixeirana - hib - CT20
Cocos nucifera - GQ435464.1

10 20 30 40

CTTTTGTCTTAGTGTATATGAATCGTTGAAGGAATGGAGCAATACCCAA

50 60 70 80 90 100
B O T I .. ..
TATCTTGTTTTAGTTGGGTATTGCTCCATTGTTTGATTCAATAGTGTTTTGCAC

110
e
ACAACA
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Continuac¢ao das sequéncias de psbA-trnH

eichleri -
eichleri -
funifera -
funifera -
maripa - 1
speciosa -
speciosa -
speciosa -
phalerata
phalerata
vitrivir -
vitrivir -
vitrivir -
vitrivir -
eichleri -
vitrivir -
phalerata
speciosa -

teixeirana
eichleri -
teixeirana
teixeirana
speciosa -
teixeirana
teixeirana
eichleri -
teixeirana

R

Cocos nucifera - GQ435464.1

barreirensis - Bl6
barreirensis - Bl7

E18

E17

7

15

2

sS4

s5

s17

- P12

- P36
2BM
1BM
2M1

1M1
UB1091
CEN10759
- UB238
UB10110

barreirensis - UB36868

- hib - BAl
BA4

- hib - CTO1
- hib - CT37
CT47

- hib - Fzl12
- hib - CTO02
CTO07

- hib - CT20

120 130

CATAAGTATTAGTAAGTACTT

140 150 160 170 180 190 200 210 220
[ . | R - T e e T
TTTTTGTAAGTAAA
TTTTTG L
TTTTTG e
TTTTTG L
TTTTTG .
GTTTTGTT TTGTTTTGTTTTGTTTTGTTTTG. . . ... .......
GTTTTGTTTTGTTTTGTTTTGTTTTG. . .. .........
GTTTTGTTTTGTTTTGTTTTGTTTTG. . . ..........
GTTTTGTTTTGTTTTGTTTTGTTTTG. . ... ........
TTTTTGT TTTGTTTTG G... ...
TTTTTGTTTTGTTTTGTTTTGTTTTGTTTTGTTTTGTTTTGTTTTGTTTTGTTTTGTTTTGTTTTGTTTTGTTTTG. . . . ... ......
TTTTTGT e
TTTTTGT e
TTTTTGT e
TTTTTGT e
TTTTTGT e
GTTTTGTTTTGT TTTGTTTTG. . . ..........
GTTTTGTTTTGT TTTGTTTTG. . . ..........
TTTTTGT s
TTTTTTTG. .. ..........
GTTTTGTTTTGT TTTGTTTTG. . . ..........
GTTTTGTTTTGTTTTGTTTTGTTTTG e
TTTTTG. . . ..........
TTTTTG. . . ..........
TTTTTGT e
TTTTTTG.
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Continuac¢ao das sequéncias de psbA-trnH

eichleri - E18
eichleri - E17
funifera - 7
funifera - 15
maripa - 12
speciosa - S4
speciosa - S5
speciosa - S17
phalerata - P12
phalerata - P36
vitrivir - 2BM
vitrivir - 1BM
vitrivir - 2M1
vitrivir - 1M1
eichleri - UB1091

phalerata - UB238
speciosa - UB101l1l

teixeirana - hib
eichleri - BA4
teixeirana - hib
teixeirana - hib
speciosa - CT47
teixeirana - hib
teixeirana - hib
eichleri - CTO07
teixeirana - hib

R R R

Cocos nucifera - GQ435464.1

barreirensis - Bl6
barreirensis - Bl7

vitrivir - CEN10759

0

barreirensis - UB36868

BAl

CTO1
CT37

FZ12
CTO02

CT20

230 240 250 260

TTTTCCTTTCCATTATGAATAGCGATTGTATGGCCAATCATTGG!

270 280 290 300 310 320 330

GGGTATAATGGTAGATGCCCGAGACCAAGTTACTATTATTTCTTTCTCCTCCCTCATGTTGAGTTT

141



Continuac¢ao das sequéncias de psbA-trnH

eichleri -
eichleri -
funifera -
funifera -
maripa - 1
speciosa -
speciosa -
speciosa -
phalerata
phalerata
vitrivir -
vitrivir -
vitrivir -
vitrivir -
eichleri -
vitrivir -
phalerata
speciosa -

eichleri -
teixeirana
teixeirana
speciosa -
teixeirana
teixeirana
eichleri -
teixeirana

R R R

Cocos nucifera - GQ435464.1

barreirensis - Bl6
barreirensis - Bl7

E18

E17

7

15
2

sS4

s5

s17

- P12
- P36
2BM
1BM

2M1

1M1
UB1091
CEN10759
- UB238
UB10110

barreirensis - UB36868
teixeirana - hib - BAl

BA4
- hib - CTO1
- hib - CT37
CT47
- hib - Fzl12
- hib - CTO02
CTO07
- hib - CT20

340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440
e T e e e e e e T e e I
TTCCATTTTTCCCGATAAATGATTAGCTAC. GGATTTTTTTTTAGTGAACGTGTCACAGCTGATTACTCCTTTTTTTTTTTACATTTT. GATTGGCATTCTATGT
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Continuac¢ao das sequéncias de psbA-trnH

eichleri - E18
eichleri - E17
funifera - 7
funifera - 15
maripa - 12
speciosa - S4
speciosa - S5
speciosa - S17
phalerata - P12
phalerata - P36
vitrivir - 2BM
vitrivir - 1BM
vitrivir - 2M1
vitrivir - 1M1
eichleri - UB1091

phalerata - UB238
speciosa - UB101l1l

teixeirana - hib
eichleri - BA4
teixeirana - hib
teixeirana - hib
speciosa - CT47
teixeirana - hib
teixeirana - hib
eichleri - CTO7
teixeirana - hib

R e

Cocos nucifera - GQ435464.1

barreirensis - Bl6
barreirensis - Bl7

vitrivir - CEN10759

0

barreirensis - UB36868

BAl

CTO1
CT37

FZ12
CTO02

CT20

CCAA!

450 460 470

[ R [T I I
TATCTCGATCTAAGTATGGAGGTCAG AATAAATACAATAATGATGAAT - GGAAAAAA

480 490
[ A T

500

143



Sequéncias de PRK

10 20 30 40 S0 €0 70 80 -1 100

NP FETE FRTTY Ry PRy PRnpe) PIIp PSR PRI e PRSI P R PR P DU P P e e

A. barreirensis - Bl GOACCTAGCTTGT TAGT ACT TG AAGAAT TGGCAGAGC A AT AATTTGT TG T A TAATATAGAGCAGTG TCATTAGTG TTCATTGCTGAATATGGTAATGTA
A. barraivansils = B2 = .cccccccccscccccsccsscsccscccsasscscasccscccsassastssessescacsaassasssasassaasaasaans Tecccsaonasnasas
A.-Daxxeivensis = B3 = cccccccscssccscsssssancscsscsancanssassannne Cecrsncsssensssssecsncssssnssssscscsssncsssssscascnnss A..
de DAENMINEREES = D= === 0000000 00000000000000000000000000000000000E0000000000000000000000000600000000000000000000000000000E0Ss
A. baxxeixensis - BS = = = ... iiiiiiiiscsscsscessassaasaacaaaaaann A..
A. barxxeixensis - B6 = L ierer e e Gttt s tssrssassssss s s e A.

A. barsadvansis = BT 3= .cccicccteccccecsecsecsccseessecncscnccccccccacsacsacsacsacancsscssacnccnacaaanacsaasaasaaaaaanaaaaan
A. baxxeixensis - B8 = ....... csessesssssssssssassscsssnses csessssss Cecsencsnsenssscscsccans sesssssns Secsssscsssssnesssenes A

A. barreirensis - B9 000 L e cceecccaee e e G it it ceeceae e e s e e e A..
A. barralevaneids = Bl == .cciccct0000000000000000000000000000000000000000000000000000000c0cacnccEcaccaccacccaccacascaanaasaasSs
A DAEXSISEREES = Bl 3 L0t ittt se00000esr ettt e st eses NN T SRS STt RIS RE S S PSS SN SN SN NS S EE e EENESE S ENEsETE S
A. baxvaivansls = B2 9 ...cccccccsacccsscscscsasasssacsscsasascncssscssansacasssasassscssscnasasasaasassanna Teceonsanacnanaa
A. fonifexa = 1 =000 L ieiiesiaans @ecccccnccnsccscascassssccsssssassanses @.ccccccnccnnnsns @.ccecnccccccaccaccccsancasns A

A. funifera - 2 3 = == sceieeeieemeanas G e e er e G G e A..
A. fonifera - 3 = =00 L iiiieiiaens @.cccnccccsnccnncncasnassanscssasnannaas B.ccccncnncanaaa @.ccccnccnccncnccccasnannaas AL
A. funifexa =4 === ceieieieesreans Beccccscsnsnrsssssssncsssssssscasasasas sessssseaaRaSES oo B.cescnnssnsanssansssssnssas A

A. funifera - 5 =000 L eeiaaaa G et e e e G e G e A..
A. fonifexa - 6 === i eiiiann @.cccccnccncccncnncassasscsccssassansasscsssssssssansss @.cccccccncccaccacccccascans A

A. funifexa - 8 == L eeiieeiaans G e e e G i G i A

A. fonifera - 9 =000 i iiiienn Gecccsccccsscasnssccsscssacsscssassansaas Geccacccscccsass @.ccccnccncsacnsnccacsassans A..
A. funifexa - 10 secssss cessess < S csse cssssss cessssssssssss csccsssssss cesssss ceelecces csesscsssss csssss cssssss A

A. funifera - 12 2 = =000 i eeeiaaas G et e G e G e A..
A.mmxlpa =1 === L.cssccssscssscssssssssscsscsssssssssasssasas Cocccannas @.ccccncsncncacnccsassacsassaansasanssassass A..
A. maxipa =4 3= ceieecsssscesssssssssssssssssssssssssssnnns Ceccceccccccscccscsscssscscsscssscsscssssssssssssansans A..
A BRElPA =8 === ceesecccccscscesscssesccsscssssscscsssscnae Cecccences @ecccccccncesccncencssccnccncenscccccscsnces A..
A.maxlpa = 6 === s.cssccscssscsscsssssssssssssasssscasssansa [ ~ . @.cccccccccccncnnccacsaccsacssascasssssassass A..
A. maxipa = T =0 i eeiesseeseeaeee e s Coveeeeen s < A..
A. cohune - AY601239.1 - A..
A. cuatrecasana - AY601241.1 ....... cessesssssssss csesssssssssssssssssssss ccsssssssssass cesscssssssssse ccsssscss cssssssss scsscclhee
A. oleifexra - AY601238.1 = .. ....... G it i iiieeeecece e G e e e AL
A. allanil = AJBIIME.d et ctetiestetieties ettt ecNccENcEeEsNacEasEatEasEctEEcaecaccsacsEasassaasaasaasEasaasRaREaaS A..
A. eichlexi = CTOT i s ssssassssssssasssssaasaassssasasaamn s a e e e e A..
B T T T i o 5 AL
BB T R 1T - - A..
B = L= T . A..
B R % - o ¢ A..
A. vitxivix - 8BM . e i e e e e e I
de SPOEIOSA = AVOUAREB .L = 0000000 0000000000000000000000000000000000000000E00E000000E08000000E0E0000000EcC0E0EEoNNe0sEnnesnsss A..
A. spasiosn = UBAGIAD 9 et ctettcctensesiesccseccseciecaeccecsecsecsacsacsacsaesaecaccsacascsacsacsacsaasaasanassassaas A..
A. SPeciosa = S6 e ereemeeaees e e e e e a e e a e e e e e e A..
A. spealosa = 87 9= ciiicccccccccccccccccccccccccacccccaccccscccsaccassacsccacctccsacsacsscsaccacsacssassassccsassans A..
A. Spaciosh = 89 000 ccetcc08005000000000000000000000000000000000000NENNENNEESESNEENEEsEcscsscasEcsEessaREEREsERERREeS A..
B <= L= T A..
A. spaniosan = 84 = ..cicccsccsccssccsssscssssssssssscssssscasaass BA.ccccsncsnncnccncssnsncanaccnsnannas Peccanasasnaas A..
A. SPEciosa = 88 3= tiicecrccrsesccttcsssct sttt tttte ettt tt ettt tsttEeEssTesEsTEsE SR EEEEREeEEERTe" A..
Ae SPROEOBA = B8 3 =00 1 tt0000000000000000000000000000000000000800000E000 0000000000000 00000000000000000000e00seEEEREGSs A..
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