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“Provavelmente, pensa a morte, houve um tempo em que todos os 

seres vivos eram uma cousa só, mas depois, a pouco e pouco, com a 

especialização, acharam-se divididos em cinco reinos, a saber, as 

móneras, os protistos, os fungos, as plantas e os animais, em cujo 

interior, aos reinos nos referimos, infindas macroespecializações e 

microespecializações se sucederam ao longo das eras, não sendo 

portanto nada de estranhar que, em meio de tal confusão, de tal 

atropelo biológico, algumas particularidades de uns tivessem 

aparecido repetidas noutros.” 

(As intermitências da morte, José Saramago) 
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O gênero pantropical Passiflora L. possui cerca de 520 espécies que apresentam 

grande diversidade de caracteres florais e foliares, o que contribui para a complexidade 

taxonômica do grupo. A atual revisão infragenérica do gênero baseia-se em dados 

morfológicos e ecológicos e divide Passiflora em quatro subgêneros. Os espaçadores 

internos transcritos do DNA ribossomal nuclear (ITS1 e ITS2) são utilizados em estudos 

filogenéticos em grupos vegetais desde a década de 1990 e se tornaram um dos marcadores 

mais utilizados para estas inferências. Em Passiflora, foram conduzidos estudos com 

diferentes abordagens utilizando estas regiões, demonstrando a contribuição deste 

marcador para estudos evolutivos em espécies do gênero. Muitos estudos têm sido 

realizados em grupos vegetais considerando o uso da estrutura secundária das regiões ITS 

para aprimorar os alinhamentos das sequências e, consequentemente, possibilitando uma 

melhor inferência filogenética. Porém, a conservação das estruturas secundárias sugere a 

existência de uma pressão seletiva para que estas estruturas se mantenham preservadas, o 

que pode comprometer as inferências filogenéticas. Além da utilidade em estudos 

filogenéticos de plantas, as sequências dos ITS também apresentam potencial para ser 

usado como DNA barcoding em diferentes grupos vegetais. 

Para avaliar o uso potencial das estruturas secundárias das sequências de ITS1 e 

ITS2 para incrementar os alinhamentos destas sequências para estudos evolutivos em 

espécies de Passiflora e determinar sua capacidade em distinguir espécies do gênero, 

foram analisadas 222 espécies dos quatro subgêneros de Passiflora. As análises de 

modelagem mostraram que as regiões de ITS1 e ITS2 estão sob pressão seletiva para 

manter suas estruturas secundárias e que a conservação de motivos específicos pode 

aprimorar os alinhamentos de Passiflora e, consequentemente, as análises filogenéticas 

neste gênero. Nossos resultados também mostraram o potencial destas sequências como 

DNA barcoding, uma vez que elas foram capazes de distinguir mais 50% das espécies dos 

subgêneros, diferentemente de outros marcadores. Como em outros estudos envolvendo 

ITS, aqui também foi demonstrada a utilidade deste marcador nas análises evolutivas 

envolvendo espécies de Passiflora. 
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Pantropical genus Passiflora L. comprises about 520 species that exhibit great 

diversity of flower and leaf characters, which contributes to the taxonomic complexity of 

the group. The current infrageneric classification of the genus is based on morphological 

and ecological data and divided Passiflora in four subgenera. The nuclear ribosomal DNA 

internal transcribed spacers (ITS1 and ITS2) are used for phylogenetic studies in plant 

groups since the 1990s and became one of the most used markers for these inferences. In 

Passiflora, several studies were conducted with different approaches using these regions, 

demonstrating the contribution of this marker for evolutionary studies in the genus. Many 

studies have been carried out on plant groups considering the use of the secondary 

structure of ITS region to improve alignments of sequences and consequently providing 

better phylogenetic inference. However, secondary structures conservation suggests the 

existence of a selective pressure for these structures remain preserved, which can 

compromise phylogenetic inferences. Besides the use in phylogenetic studies of plants, the 

sequences of ITS also have potential to be used as DNA barcoding in different plant 

groups. 

To evaluate the potential use of ITS1 and ITS2 secondary structures to improve 

alignments of these sequences for evolutionary studies in Passiflora species and determine 

the effectiveness of these sequences to distinguish species from genus, 222 species from all 

four Passiflora subgenera were analyzed. Secondary structure analysis shown that ITS1 

and ITS2 regions are under selective constrains to maintain their secondary structures and 

also specific conserved motifs could be useful to improve Passiflora alignments, and 

consequently the phylogenetic analysis of this genus. Our results also demonstrate the 

potential use of ITS1 and ITS2 sequences for DNA barcoding studies, as well as those 

sequences were able to distinguish more than 50% of species, differently of other markers. 

As in other studies involving this marker, here was also demonstrated the utility of ITS in 

evolutionary analyzes involving Passiflora species. 
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1.1 O gênero Passiflora 

Passiflora L., o gênero mais especioso da família Passifloraceae, é composto por 

cerca de 520 espécies e 400 híbridos produzidos artificialmente (Ulmer & MacDougal 

2004). O gênero apresenta distribuição pantropical, com espécies que ocorrem no Novo e 

Velho Mundo (Deginani 2001), e seu centro de diversidade se estende pela América 

Central e, principalmente, América do Sul (Ulmer & MacDougal 2004). No Brasil, 

ocorrem cerca de 140 espécies nativas (Cervi 2006). Passiflora apresenta uma das maiores 

gamas de variação em estruturas florais e vegetativas observadas entre as Angiospermas 

(Killip 1938), o que pode ser resultado de relações coevolutivas entre suas espécies e 

respectivos polinizadores (MacDougal 1994). 

A grande diversidade de caracteres florais únicos, formatos foliares e variação dos 

tipos de nectários extraflorais observada em Passiflora contribuem para a complexa 

taxonomia do gênero (Krosnick & Freuddenstein 2005). Killip (1938) dividiu o grupo em 

22 subgêneros, baseado principalmente na morfologia floral das espécies, sendo 

posteriormente adicionado mais um subgênero a esta classificação (Escobar 1989).  

A revisão taxonômica infragenérica de Passiflora realizada por Feuillet & 

MacDougal (2003), baseada em caracteres morfológicos e ecológicos, propôs o 

reagrupamento das espécies em apenas quatro subgêneros: Astrophea (DC.) Mast., 

Deidamioides (Harms) Killip, Decaloba (DC.) Rchb. e Passiflora L. Trabalhos de 

sistemática filogenética realizados posteriormente com marcadores moleculares distintos e 

diferentes quantidades e composições de espécies corroboraram total (Muschner et al. 

2003, 2012; Hansen et al. 2006, 2007) ou parcialmente (Yockteng & Nadot 2004) a nova 

classificação infragenérica do gênero. 

 

1.2 Espaçadores Internos Transcritos (ITS) 

O DNA ribossomal nuclear (rDNA) envolve uma das maiores famílias 

multigênicas dos genomas eucariotos e consiste de múltiplas cópias organizadas en tandem 

em grandes arranjos denominados região organizadora nucleolar (NOR) e comumente 

distribuídas em diferentes loci (Hillis & Dixon 1991; Parkin & Butlin 2004). As unidades 

de repetição do rDNA são compostas por três genes (18S, 5.8S e 26S), entre os quais estão 

localizados os espaçadores internos transcritos (ITS1 e ITS2), e delimitadas pelos 
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espaçadores externos transcritos (ETS) e espaçadores intergênicos (IGS). O gene que 

codifica o RNA ribossomal (rRNA) 5S também representa uma classe de DNA repetitivo, 

embora não faça parte do arranjo que compõe os outros genes (Hillis & Dixon 1991; 

Buckler et al. 1997). As regiões gênicas do arranjo são altamente conservadas em 

organismos eucarióticos, enquanto as sequências de ITS podem apresentar variações por 

mutações de ponto e grandes eventos de inserção/deleção (indels) (Baldwin et al. 1995; 

Álvarez & Wendel 2003). 

O pré-RNA resultante da transcrição das unidades de repetição é processado no 

núcleo da célula para que ocorra a liberação dos rRNAs maduros que formarão os 

ribossomos citoplasmáticos (Baldwin et al. 1995). Para isso, as regiões dos ITS sofrem 

clivagens específicas durante a maturação das subunidades ribossomais e da região gênica 

5.8S e, portanto, não são incorporadas aos ribossomos maduros (Hillis & Dixon 1991; 

Rosselló et al. 2007). As regiões de ITS desempenham um importante papel no 

processamento dos rRNAs. Estudos constataram que deleções de porções centrais do ITS1 

inibem a maturação da subunidade menor dos rRNAs (Musters et al. 1990), enquanto 

deleções na porção 5’ terminal do ITS2 impedem a maturação da subunidade maior do 

rRNA e deleções na região 3’ terminal do ITS2 reduzem significativamente a eficiência 

deste mesmo processo (Sande et al. 1992). A maturação dos rRNAs e o processo de 

splicing são dependentes da estrutura secundária do ITS, o que torna necessária a 

existência de uma forte pressão seletiva para que as sequências e estruturas dessa região 

sejam mantidas relativamente conservadas (Hillis & Dixon 1991; Mai & Coleman 1997; 

Goel et al. 2002). 

As múltiplas cópias que compões o arranjo do rRNA não evoluem de forma 

independente, mas sim em concerto (Arnheim et al. 1980; Baldwin et al. 1995). Esse 

fenômeno possibilita que as cópias se tornem semelhantes às cópias de outros indivíduos e 

até mesmo outras espécies, mantendo um alto grau de similaridade dentro da família 

gênica e afetando a variabilidade da região (Hillis & Dixon 1991; Buckler et al. 1997). A 

evolução em concerto foi observada na maioria das famílias gênicas repetitivas estudadas 

até o momento e ocorre principalmente através dos mecanismos de conversão gênica e 

permuta desigual entre as unidades de repetição (Baldwin et al. 1995; Liao 1999; 2003). A 

taxa destes dois processos, associada aos eventos de recombinação e mutação, afeta 

diretamente o impacto da evolução em concerto (Parkin & Butlin 2004). 
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A taxa de homogeneização das cópias de ITS e seus níveis de variabilidade 

dependem de diferentes fatores, como a quantidade de cópias e o número de loci e 

cromossomos onde estas cópias podem ser encontradas, além da localização do locus ao 

longo do cromossomo e as taxas de crossing-over entre os cromossomos (Arheim et al. 

1980; Wendel et al. 1995; Quijada et al. 1998). Estudos de diferentes grupos de 

angiospermas sugerem que taxas de homogeneização e níveis de polimorfismo podem 

variar entre diferentes grupos (Razafimandimbison et al. 2004). 

Entretanto, em alguns casos o rDNA não evolui em concerto (Wissemann & Ritz 

2005; Harpke & Peterson 2006), não havendo, portando, homogeneização entre as cópias. 

Além disso, algumas das cópias podem divergir, tornando-se pseudogenes (Álvarez & 

Wendel 2003; Bailey et al. 2003). A não-homogeneização das cópias e a presença de 

pseudogenes podem ser identificadas através do alto conteúdo AT nas sequências e menor 

estabilidade termodinânima da estrutura do RNA (Mayol & Rosselló 2001). A ocorrência 

de altas taxas de substituições nucleotídicas e grandes eventos de indels em posições que 

deveriam ser conservadas também são indicadores que devem ser levados em consideração 

na identificação da falha na evolução em concerto, bem como a estrutura secundária do 

ITS, que nestes casos se encontra alterada em relação às cópias homogeneizadas (Harpke 

& Peterson 2006). No estudo de Melo & Guerra (2003), os autores sugerem que a 

localização cromossômica do rDNA em espécies de Passiflora pode ser responsável pela 

baixa uniformidade das cópias de ITS observada neste gênero, a exemplo do que foi 

sugerido para Gossypium L. (Wendel et al. 1995), explicando, assim, pelo menos 

parcialmente, a grande variabilidade genética encontrada em Passiflora para este 

marcador. 

As sequências de ITS são utilizadas em estudos filogenéticos em grupos vegetais 

desde a década de 1990 (Hamby & Zimmer 1992; Baldwin 1992; 1993) e se tornaram um 

dos marcadores mais utilizados para realizar inferência filogenéticas, apesar de estudos 

questionarem a neutralidade do marcador por esta região estar sob pressão seletiva (Hillis 

& Dixon 1991; Edger et al. 2014). O uso difundido de ITS se explica pela disponibilidade 

de primers universais, herança biparental do marcador e os consideráveis níveis de 

variação genética para estudos infragenéricos (Álvarez & Wendel 2003). Além destes 

fatores, o ITS também se destaca devido ao grande número de cópias e o tamanho 
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moderado de suas sequências, que facilitam o isolamento e amplificação das regiões 

mesmo a partir de materiais de herbário (Feliner & Rosselló 2007). 

Em relação ao gênero Passiflora, diversos estudos já foram conduzidos incluindo 

a região de ITS com diferentes ênfases: Muschner et al. (2003) e Krosnick & 

Freuddenstein (2005) realizaram estudos de filogenia molecular para o gênero baseados 

nas sequências de ITS combinados a marcadores plastidiais. Nos trabalhos de Lorenz-

Lemke et al. (2005) e Koehler-Santos et al. (2006) foi estudada a diversidade populacional 

de espécies de Passiflora utilizando o ITS como marcador genético. As sequências de ITS 

também foram usadas por Mäder et al. (2010) para avaliar padrões de variação intra e 

interespecífica em espécies de Passiflora, a fim de testar a utilidade do marcador para 

estudos filogeográficos no gênero. O estudo conduzido por Cazé (2012) valeu-se destas 

sequências para caracterizar a distribuição da variabilidade genética em uma espécie de 

Passiflora da Mata Atlântica e identificou as hipóteses de rios como barreiras e refúgios 

interferindo nos padrões filogeográficos de espécies de distribuição ao nível do mar como 

válidas. Cazé et al. (2013) utilizaram o ITS e marcadores plastidiais para confirmar a 

existência de duas espécies de Passiflora que haviam sido reagrupadas, enquanto Ramaiya 

et al. (2014) estudaram características morfológicas e relações filogenéticas entre espécies 

de Passiflora através da análise da diversidade genética e comparação de sequências de 

ITS. Todos estes estudos demonstram a contribuição deste marcador para estudos 

evolutivos em espécies de Passiflora, a exemplo do que já foi observado para outras 

espécies e gêneros de plantas (Goel et al. 2002; Harpke & Peterson 2006; Kan et al. 2007; 

Queiroz et al. 2011). À exceção do trabalho pioneiro de Muschner et al. (2003), os demais 

trabalhos envolveram o estudo de espécies em subgêneros determinados. Uma justificativa 

para a não comparação entre subgêneros baseada neste marcador é a dificuldade em alinhar 

as sequências, decorrente da grande diversidade observada entre espécies de subgêneros 

diferentes (Zamberlan 2007). 

Muitos estudos têm sido realizados em grupos vegetais considerando a estrutura 

secundária das regiões ITS. Liu & Schardl (1991) relataram a existência de uma sequência 

altamente conservada na região central do ITS1, sugerindo sua provável relação com o 

processo de splicing, enquanto outros estudos sugerem a existência de uma estrutura 

secundária comum para o ITS2 (Hershkovitz & Zimmer 1996; Mai & Coleman 1997, 

Shultz et al. 2005). Análises da estrutura secundária permitem aperfeiçoar o alinhamento 
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das sequências primárias (Gottschling et al. 2001, Wolf et al. 2005), uma vez que a 

conservação da estrutura possibilita a identificação de homologias em sequências de difícil 

alinhamento (Goertzen et al. 2003). Consequentemente, a estrutura secundária proporciona 

informações que aprimoram as reconstruções filogenéticas (Tippery & Les 2008; Keller et 

al. 2010). Entretanto, a conservação das estruturas secundárias do ITS sugere a existência 

de uma pressão seletiva para que estas estruturas se mantenham preservadas, o que pode 

comprometer as inferências filogenéticas, como observado em Brassicaceae (Edger et al. 

2014), dando argumento para aqueles que consideram esta região inadequada para análises 

filogenéticas ou taxonômicas. 

Além da utilidade em estudos filogenéticos de plantas, o ITS também apresenta 

potencial para ser usado como DNA barcoding (Chase et al. 2005; Kress et al. 2005; 

Taberlet et al. 2007), permitindo a identificação de espécies vegetais. O uso desta técnica 

foi primeiramente descrito por Hebert et al. (2003) e se baseia na análise de sequências 

curtas e padronizadas de DNA como ferramenta para identificar e descrever organismos a 

exemplo de um código de barras espécie-específico. Embora bem estabelecida para outros 

organismos, em plantas a utilização do DNA barcoding ainda é problemática (Chase et al. 

2005; Kress et al. 2005; Fazekas et al. 2009). Li et al. (2011) amplificaram e sequenciaram 

quatro regiões potenciais de DNA barcoding para espécies vegetais, dentre elas o ITS, e 

constataram que este marcador apresenta, em geral, maior poder de discriminação do que 

os outros por eles testados. Os autores também apuraram a alta eficiência do ITS2 quando 

considerado sozinho, embora esta eficiência seja menor que a obtida com a região 

completa. Outros estudos também sugerem o uso do ITS2 como DNA barcoding em 

plantas (Chen et al. 2010; Shi et al. 2011; Han et al. 2013). 

O ITS apresenta resultados promissores como DNA barcoding em diferentes 

famílias vegetais (Gao et al. 2010a, b; Pang et al. 2010; Alvez et al. 2013, Zhang et al. 

2014), o que justifica e comprova a recomendação do seu uso pelo grupo internacional de 

pesquisa CBOL (Consortium for the Barcode Of Life), que procura estimular estudos 

científicos nesta área. O trabalho publicado pelo grupo (CBOL Plant Working Group 

2009), assim como os de Li et al. (2011) e Holingsworth et al. (2011) enfatizaram o uso do 

marcador ITS por seu maior poder discriminatório quando comparado às regiões plastidiais 

comumente usadas em estudos de DNA barcoding.  
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A existência de filogenias robustas para Passiflora e a contribuição do ITS em 

trabalhos que envolvem o gênero possibilitam o estudo da evolução molecular do marcador 

usando espécies de Passiflora. O ITS é um marcador molecular altamente variável e com 

grande informação disponível. Sua estrutura secundária conservada permite inferências 

sobre a evolução molecular da região e o bom sinal filogenético para o gênero possibilita 

estudos de análise filogenética e DNA barcoding. Passiflora apresenta taxonomia 

complexa e muitas de suas espécies ainda não foram incluídas em trabalhos filogenéticos. 

Assim, a possibilidade de usar o ITS como único marcador permitiria o sequenciamento de 

poucos pares de bases e uma resposta eficaz à posição filogenética das espécies, que 

poderiam ser incluídas à medida que fossem sendo obtidas a fim de completar lacunas na 

filogenia. 
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2.1 Objetivo geral 

O objetivo geral deste trabalho foi estudar o potencial discriminatório dos 

espaçadores internos transcritos (ITS) usando espécies de Passiflora e avaliar a utilidade 

desta região como indicador de posicionamento filogenético e identificação das espécies 

do gênero. 

 

2.2 Objetivos específicos 

Os objetivos específicos do trabalho foram: 

(1) Caracterizar as sequências de ITS em Passiflora; 

(2) Determinar a estrutura secundária das sequências de ITS em espécies de 

Passiflora e avaliar sua contribuição para o alinhamento das sequências de espécies dos 

diferentes subgêneros; 

(3) Avaliar o potencial de uso de regiões do ITS como DNA barcoding em 

Passiflora, possibilitando a criação de um sistema que permita a identificação das espécies 

e das relações evolutivas entre elas. 
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Esta dissertação foi dividida em capítulos para descrever o conjunto de 

experimentos que levaram ao alcance dos objetivos propostos e foram assim distribuídos: 

 

Capítulo 1: 

“Secondary structure of nrDNA Internal Transcribed Spacers as a useful tool in 

phylogenetic studies” 

Giovanna C. Giudicelli, Geraldo Mäder, Gustavo A. S. Arias, Priscilla M. 

Zamberlan, Sandro L. Bonatto, Loreta B. Freitas 

Este artigo está em preparação para ser submetido à revista BMC Evolutionary 

Biology e contempla os objetivos específicos 1 e 2 da dissertação. 

 

Capítulo 2: 

“Efficiency of ITS sequences for DNA barcoding in Passiflora (Passifloraceae)” 

Giovanna C. Giudicelli, Geraldo Mäder, Loreta B. Freitas 

Este artigo está publicado na revista International Journal of Molecular Sciences 

e contempla os objetivos específicos 1 e 3 da dissertação. 



 

23 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. CAPÍTULO 1: Secondary structure of nrDNA Internal Transcribed Spacers as a 

useful tool in phylogenetic studies 

Giovanna C. Giudicelli, Geraldo Mäder, Gustavo A. S. Arias, Priscilla M. Zamberlan, 

Sandro L. Bonatto, Loreta B. Freitas 

Artigo em preparação para ser submetido à revista BMC Evolutionary Biology. 
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5. CAPÍTULO 2: Efficiency of ITS sequences for DNA barcoding in Passiflora 

(Passifloraceae) 

Giovanna C. Giudicelli, Geraldo Mäder, Loreta B. Freitas 

Artigo publicado na revista International Journal of Molecular Sciences. 
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As regiões de ITS apresentam potencial para auxiliar inferências filogenéticas 

quando apenas a estrutura primária dos marcadores é considerada (Baldwin et al. 1992; 

1995; Hsiao et al. 1994; Li et al. 2010) e também em estudos em que sua estrutura 

secundária é analisada (Gottschling et al. 2001; Goertzen et al. 2003; Tippery & Les 

2008). Além disso, as regiões de ITS têm sido amplamente avaliadas como potenciais 

marcadores em estudos de DNA barcoding (Chase et al. 2005; Kress et al. 2005; Yang et 

al. 2012; Zhang et al. 2014). Considerando o extenso uso dos marcadores ITS em trabalhos 

envolvendo o gênero Passiflora (Muschner et al. 2003; Krosnick & Freudenstein 2005; 

Lorenz-Lemke et al. 2005; Koehler-Santos et al. 2006; Mäder et al. 2010; Cazé et al. 

2013; Krosnick et al. 2013), o objetivo deste estudo foi analisar as estruturas secundárias 

dos espaçadores internos transcritos (ITS1 e ITS2) e seu potencial para auxiliar o 

alinhamento das sequências de espécies do gênero Passiflora, proporcionando melhores 

filogenias em estudos futuros, além estimar o poder discriminatório deste marcador para 

estudos de DNA barcoding envolvendo espécies do gênero. 

As filogenias dos quatro subgêneros de Passiflora, obtidas no primeiro capítulo 

desta dissertação, estão de acordo com as obtidas em outros estudos do gênero (Mushner et 

al. 2003; Krosnick et al. 2013). A alta variabilidade das sequências de ITS observada entre 

os subgêneros dificulta a obtenção de um alinhamento contendo todas as espécies do 

gênero e torna necessária a abordagem por subgênero. As análises da estrutura secundária 

dos ITS1 e ITS2, obtidas no primeiro artigo, sugerem o potencial uso destas sequências 

como ferramentas que permitem aprimorar o alinhamento, como já observado em outros 

estudos (Wolf et al. 2005; Keller et al. 2010), uma vez que estas análises possibilitam o 

reconhecimento de homologias entre sequências através das características das estruturas 

secundárias, como o número e posição dos hairpins. 

As análises do primeiro capítulo sugerem que as sequências de ITS estão sob 

pressão seletiva para manter suas estruturas secundárias, provavelmente em decorrência 

das funções exercidas durante o processo de splicing (Musters et al. 1990; Sande et al. 

1992), como observado por Edger et al. (2014) para a família Brassicaceae. Este resultado 

questiona a neutralidade do marcador e, consequentemente, sua utilidade em estudos 

filogenéticos. Entretanto, o ITS é um marcador molecular bastante variável que têm se 

mostrado útil para resolver filogenias em diferentes grupos vegetais e níveis hierárquicos 
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(Zhou et al. 2008; Sharma et al. 2012), incluindo Passiflora (Muschner et al. 2003; 

Krosnick et al. 2013), obtendo as mesmas topologias que com outros marcadores. 

A possibilidade de usar apenas os ITS em estudos filogenéticos envolvendo 

espécies de Passiflora permitiria uma resposta eficaz através do sequenciamento de poucos 

pares de base, o que auxiliaria na resolução da complexa taxonomia do grupo. Entretanto, 

sabe-se que estudos envolvendo apenas um marcador comumente levam a erros na 

estimativa de relações filogenéticas (Maddison 1997), o que pode ser contornado usando 

múltiplos marcadores que apresentem diferentes padrões de herança (Hills 1995; Edwards 

2009). Entretanto, o marcador ITS apresenta muitas vantagens, como sua herança 

biparental, a universalidade de seus primers e a grande variabilidade da região, o que torna 

o uso do marcador tão difundido. Além disso, o grande número de cópias e pequeno 

tamanho das regiões facilita a amplificação das sequências e permite o uso de amostras 

parcialmente degradadas ou antigas, como as de herbário (Álvarez & Wendel 2003). 

Em Passiflora, além do potencial das estruturas secundárias das regiões ITS, os 

resultados obtidos no segundo capítulo desta dissertação sugerem a importância destas 

sequências em trabalhos de DNA barcoding, como já observado em outros grupos vegetais 

(Zhang et al. 2012; Alves et al. 2013; Krawczyl et al. 2014). Estas análises refletem a 

utilidades de ambas as sequências, ITS1 e ITS2, em estudos que objetivam discriminar 

espécies, e sugerem o ITS1 como um ponto inicial para espécies de Passiflora, como 

sugerido por Wang et al. (2014) para outros grupos. 

As sequências plastidiais de Passiflora apresentam poucos polimorfismos, o que 

dificulta a discriminação das espécies e prejudica seu uso não apenas em abordagens de 

DNA barcoding, mas também em estudos filogenéticos. Apesar das possíveis questões 

sobre a neutralidade das sequências de ITS, este marcador tem se mostrado útil para 

resolver diferentes questões em Passiflora, o que reflete sua importância em trabalhos do 

gênero. 
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