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APRESENTAGAO

As areas de Ciéncias Agrarias e Ciéncias Ambientais sao importantes para a humanidade. De um
lado, a producgao de alimentos e do outro a conservacao do meio ambiente. Ambas, devem ser aliadas e
sao imprescindiveis para a sustentabilidade do planeta. A obra, vem a materializar o anseio da Editora
Pantanal na divulga¢ao de resultados, que contribuem de modo direto no desenvolvimento humano.

O e-book “Pesquisas Agrarias e Ambientais Volume V” ¢ a continuagao de uma série de volumes
de e-books com trabalhos que visam otimizar a produ¢ao de alimentos, o meio ambiente e promogao de
maior sustentabilidade nas técnicas aplicadas nos sistemas de producio das plantas e animais. Ao longo
dos capitulos sao abordados os seguintes temas: constru¢ao de habitacdo popular para pessoas de baixa
renda, modelos baseados em processos aplicados a ciéncia florestal, efeito alelopatico de Ateleia glazioveana
Baill na germinac¢ao de picao-preto e soja, analise da viabilidade econémica de reconstitui¢ao de pastagens
no sistema tradicional e consorciado, utilizacao do residuo do mamao em processos biotecnologicos para
producao de rag¢ao animal, valorizacao do coproduto do melao para a racdo animal, seletividade de
inseticidas a Trichogramma Pretiosum em ovos de Helicoverpa Armigera, efeito da temperatura base para
emissdao de nds e soma térmica do feijao-de-porco, efeito da temperatura no trigo, analise multitemporal
da cobertura vegetal no municipio de Paracambi, caracterizaciao e modelos estatisticos para estimativa do
volume de frutos de babacu, desempenho agronémico de cultivares de alface crespa em duas épocas de
cultivo, marcadores moleculares utilizados para estudo da diversidade genética de plantas ameagadas de
extin¢ao no Brasil, analise de transi¢ao do uso e cobertura do solo em area de preservacao permanente,
coinoculagao de Bradyrbizobium e Azospirillum associada a aplicagdo de estimulantes na soja, sistema de
tratamento de esgoto doméstico de baixo custo para residéncias familiares. Portanto, esses
conhecimentos irdo agregar muito aos seus leitores que procuram promover melhorias quantitativas e
qualitativas na produgao de alimentos e do ambiente, ou melhorar a qualidade de vida da sociedade.
Sempre em busca da sustentabilidade do planeta.

Aos autores dos capitulos, pela dedicagdo e esforgos sem limites, que viabilizaram esta obra que
retrata os recentes avangos cientificos e tecnologicos na area de Ciéncia Agrarias e Ciéncias Ambientais
Volume V, os agradecimentos dos Organizadores e da Pantanal Editora. Por fim, esperamos que este e-
book possa colaborar e instigar mais estudantes e pesquisadores na constante busca de novas tecnologias
e avancos para as areas de Ciéncias Agrarias e Ciéncias Ambientais. Assim, garantir uma difusio de
conhecimento facil, rapido para a sociedade.

Alan Mario Zuffo
Jorge Gonzalez Aguilera
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Capitulo XII

Marcadores moleculares utilizados para estudo da
diversidade genética de plantas ameacadas de extin¢ao
no Brasil

. . . . . . 1*
Recebido em: 15/05,/2021 Maria de Fatima Ribeiro Chicatte Lima

Aceito em: 18/05/2021 Leticia Cezar Kraetzig'
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Raquel Stefanello’
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Estévio de Lima Benhard'
Liliana Essi'

INTRODUCAO

O Brasil é considerado um pafs mega diverso, com diferentes biomas que permitem o
desenvolvimento, reproducdo e propagacao de grande variedade de espécies. As plantas compoem um
dos grupos mais estudados no Brasil, por sua grande diversidade e seus diversos usos. De acordo com a
Flora do Brasil (Flora do Brasil, 2020), o Brasil apresenta 4.993 espécies de Algas, 35.553 espécies de
Angiospermas, 1.610 espécies de Bridfitas, 6.320 espécies de Fungos, 114 espécies de Gimnospermas e
1.403 espécies de Samambaias e Licéfitas. Considerando apenas os grupos classicamente tratados como
plantas (plantas avasculares, plantas vasculares sem sementes, gimnospermas e angiospermas), sao 38.680
espécies de plantas (Flora do Brasil, 2020). Destas, aproximadamente 19.700 sio consideradas endémicas
do pais (Flora do Brasil, 2020).

A biodiversidade de plantas esta cada vez mais em declinio no mundo e muitas espécies de plantas
sao consideradas ameagadas de extingdo. HEssa perda de biodiversidade pode ser causada por muitos
fatores, naturais ou de causa antropica, como fragmentacao e redugao de habitat, impactando diretamente
na reducao da biodiversidade (Forgiarini et al., 2017; Alencar et al., 2018; Planchuelo et al., 2020).
Acredita-se que muitas espécies ja foram extintas sem mesmo terem sido conhecidas (descritas) pela
ciéncia (Sodhi et al., 2009; Brummitt et al., 2015). O estudo da biologia das espécies é essencial para a
conservagdao das mesmas, ¢ uma das estratégias para embasar as politicas conservacionistas é a geragao

de listas de espécies ameagadas — as Listas Vermelhas. Tais listas dao o indicativo de szafus de conservagao

! Universidade Federal de Santa Maria
*Autora correspondente: mchicatte1995@gmail.com

1133


https://orcid.org/0000-0002-7330-3294
https://orcid.org/0000-0001-5393-7989
https://orcid.org/0000-0003-3246-7580
https://orcid.org/0000-0002-6328-9580
https://orcid.org/0000-0003-3079-2099
https://orcid.org/0000-0002-6632-8530
https://orcid.org/0000-0002-6434-860X
https://orcid.org/0000-0001-5548-6448
https://doi.org/10.46420/9786588319703cap12

Pesquisas Agrarias e Ambientais - volume V

individual de cada espécie na natureza, sendo de extrema importancia para o aumento da conservagao
(Ibrahima et al., 2013; Forgiarini et al., 2017).

Infelizmente, para as espécies ameacadas de extin¢do existe uma grande deficiéncia de dados
importantes para a caracterizagdo das mesmas, 0s quais sido essenciais para gerar estratégias de
conservagdo e até mesmo para fundamentar estudos futuros. Dados sobre a genética das populagoes
naturais, por exemplo, sio muito importantes na compreensao das espécies, mas paradoxalmente sao
escassos para as espécies de plantas ameagadas de extingdo no Brasil, como demonstraram Essi et al.
(2020).

Dentre os estudos genéticos que contribuem com informagdes relevantes para a conservagao das
espécies, tém-se os estudos com marcadores moleculares. Nas dltimas décadas, os estudos utilizando
marcadores tém avancado, permitindo entender polimorfismos e variagoes que existem no DNA dos
organismos e encontrar informagoes importantes sobre a genética e as relagdes taxondmicas e evolutivas
de diversos individuos (Grover et al., 2010).

Os marcadores moleculares permitem analisar a variabilidade do DNA em sitios especificos do
genoma. Considera-se como um marcador molecular qualquer fenétipo molecular resultante de um gene
expresso, como no caso de isoenzimas, ou de um fragmento especifico de DNA, permitindo observar o
polimorfismo, ou seja, as diferengas genéticas que existem entre os individuos (Faleiro et al., 2011; Segatto
et al., 2017; Zanella et al., 2017).

A tecnologia de marcadores moleculares teve um grande avango, onde os métodos iniciais eram
baseados em fenotipagem e isoenzimas, e paulatinamente foram sendo substituidos por métodos
baseados em sequéncias de DNA (Nadeem et al., 2018). Ha varias formas de agrupar os diferentes tipos
de métodos para acesso a informagao genética. Milach (1998) organiza os marcadores conforme o
método de detecgao: por hibridizagao ou por PCR (Reag¢ao em Cadeia da Polimerase). Também podemos
agrupar os métodos de acordo com a forma em que o resultado é “lido”: marcadores baseados em padrao
de bandas e marcadores obtidos pela leitura direta da sequéncia de DNA. Em geral, os marcadores
moleculares baseados em padrées de bandas sio separados em dois grupos principais: marcadores
dominantes e codominantes. Os marcadores dominantes permitem perceber a presenga ou auséncia de
bandas, ja os marcadores codominantes permitem determinar a frequéncia alélicas nos /ocz (Fu et al., 2013;
Al-Samarai et al., 2015; Nadeem et al., 2018).

Para a avaliagio da diversidade genética de diferentes espécies, varios tipos de marcadores
moleculares podem ser utilizados (Ravi et al., 2003). Segundo Arif et al. (2011), os marcadores de DNA
nuclear mais frequentemente utilizados para a conservacao sao os RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA), em que se utiliza apenas um primer de sequéncia de nucleotideo arbitraria, amplificando sequéncias
aleatorias de DNA genémico (Cordeiro et al.,, 2019). Os marcadores AFLP (Amplified Fragment 1ength

Polymorphism) sao obtidos através de uma combinagdo de digestaio do DNA com enzimas de restri¢ao e
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PCR: uma técnica baseada em PCR que usa a amplificagao seletiva de DNA digeridos para gerar e analisar
sequéncias de interesse (Paun et al., 2012).

Os marcadores SSR (Simple Sequence Repeat), também conhecidos como microssatélites, empregam
regides de um a seis pares de bases repetidas ex fanden no genoma (SSR) na analise, e sio muito utilizados
na andlise da diversidade genética por serem relativamente abundantes e amplamente dispersos pelo
genoma (Feng et al., 2016). Os ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) sao marcadores de alta reprodutibilidade,
apresentando abundancia de lagos polimorficos, ja que eles se anelam em regides especificas do genoma,
ou seja, os primers se anelam nos SSR (Domingues et al., 2017; Nikanta et al., 2017). Embora nesta técnica
o primer anele em um SSR conhecido, a regiao amplificada (regido entre dois SSR adjacentes) é
desconhecida, e o padrio de bandas ¢ bastante variavel. Esta técnica, assim como RAPD, tem sido muito
utilizada quando existe pouca ou nenhuma informagao sobre o genoma da espécie-alvo.

Considerando o acesso direto a sequéncias de DNA, dos trés genomas vegetais (nuclear, plastidial
e mitocondrial), o genoma mitocondrial é o menos utilizado, ao contrario de estudos com animais, em
que genes mitocondriais, tais como COI (citocromo oxidase C subunidade I) sio muito populares (Neves
et al., 2011). Para plantas, os genes ou espagadores nucleares constituem um grupo de marcadores
genéticos preferidos para a identificagao de espécies, por serem altamente regides repetidas, contendo
regioes variadas flanqueadas por sequéncias de DNA mais conservadas, como também para a reagdo de
PCR se utiliza primer universais (Patwardhan et al., 2014). Também sdo muito utilizados os genes ou
espacadores plastidiais, que possuem facil amplificacao, sequenciamento e alinhamento multiplo, em que
a quantidade de variacdo exibida ¢é suficiente para analisar diversidade genética (Simeone et al., 2013).

Embora os estudos genéticos sejam de extrema importancia para a conservacao de espécies, nem
sempre a escolha do marcador molecular para iniciar um estudo é uma tarefa facil. Dentre as diversas
op¢oes de marcador, é necessario avaliar o custo-beneficio, exequibilidade, necessidade de conhecimento
prévio do genoma da espécie ou nio, aceitagao da técnica na comunidade cientifica, dentre outros fatores.
Para espécies ameagadas, que sao particularmente dificeis de localizar e coletar, este cuidado deve ser
redobrado. Também a urgéncia dos estudos interfere na escolha do marcador. Nao se pode desperdigar
material e tempo.

Para auxiliar nesta tarefa, foi realizada uma revisio sobre estudos de genética de populagoes de
espécies de plantas brasileiras ameagadas de extingao, procurando identificar quais foram os marcadores
moleculares mais utilizados pela comunidade cientifica nos ultimos 15 anos. Espera-se que os resultados
apresentados auxiliem os pesquisadores na selecdo de marcadores moleculares para aqueles que se

engajarem em estudos com genética de populagoes de espécies de plantas ameagadas do Brasil.
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MATERIAL E METODOS

Foi realizada uma revisao de literatura em busca de estudos genéticos de espécies da flora
brasileira ameacadas de extin¢ao. Para tal, as espécies vegetais listadas no site do Centro Nacional de
Conservacio da Flora (CNC Flora, http://cncflora.jbtj.gov.br/portal) como ameacadas (Vulneraveis -
VU, Ameagadas - EN, Criticamente Ameagadas - CR) ou da categoria de deficiente de dados (DD) foram
organizadas em planilhas. Apoés isso, para cada espécie foi realizada uma busca bibliografica avancada no
site “Periddicos Capes” (http://www.periodicos.capes.gov.bt), contendo como critérios de busca:
“espécie” (nome cientifico binomial sem autor de espécie, como um termo de pesquisa exclusivo), AND,
genet*. Foram considerados os nomes aceitos e sinénimos relevantes citados no proprio CNC Flora.
Foram considerados apenas artigos, publicados do ano de 2006 até 2021. Os resultados de cada busca
foram depurados, separando apenas aqueles artigos que utilizaram de marcadores moleculares num
contexto de genética de populagdes, em estudos no territoério brasileiro (ou envolvendo populagdes
naturais das espécies no Brasil, para aquelas espécies ameagadas nao endémicas). Os resultados obtidos
foram compilados em planilhas, para somatério e identificacio dos marcadores moleculares mais
utilizados. As técnicas e marcadores citados nos artigos foram categorizados em dois grupos principais:
marcadores baseados em padroes de bandas e marcadores baseados em sequéncias de DNA. Os
marcadores baseados em padroes de bandas foram classificados em dominantes ou codominantes. Ja os
marcadores baseados em sequéncias de DNA foram separados conforme o genoma de origem: plastidial,

nuclear ou mitocondrial.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Segundo CNC Flora (2020) existem 2.953 espécies de plantas ameagadas de extingao no Brasil.
Destas, foram encontrados na busca estudos para apenas 137 espécies, com os critérios escolhidos. Para
estas espécies, obteve-se um total de 3.126 resultados de busca, porém apenas194 resultados atendem ao
escopo de trabalho buscado. Esses artigos incluiram diferentes tipos de técnicas, apresentadas na Tabela
1, tais como marcadores dominantes de DNA (ISSR, AFLP, RAPD), marcadores de DNA co-
dominantes (RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism - e SSR), marcadores de proteinas (isoenzimas
e aloenzimas), como também sequenciamento de DNA (genes, espacadores, introns ou sequenciamento
gendémico e outras sequéncias analisadas como SNPs - Single Nucleotide Polimorphism). Alguns artigos
apresentaram o uso de mais de um tipo de marcador, totalizando 231 para 194 artigos.

Os marcadores mais usados foram os SSR (64 estudos), seguido de genes plastidiais (56 estudos),
genes nucleares (32 estudos), AFLPs (30 estudos), ISSRs (17 estudos) e RAPDs (16). Também foram
encontrados estudos utilizando isoenzimas/aloenzimas (9), SNPs (5). Um estudo envolveu

sequenciamento de genoma.
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Uma grande variedade de genes ou espagadores plastidiais foi utilizada nos estudos. Alguns
espacadores muito citados foram: rpl32-trnl, rps16-trnK, trnD-trnT, psbC-trnS e trnS-trnfM, atpB—
rbcL, trnS—psbC, tbcL, psbA-trnH, trnl,, trnQ-rpS16, trnT-F, trnS-G, trnH-psbA, trnD-T), rps16, matK
e trnl-trnF. Com relacdo aos genes ou espagadores do genoma nuclear, o destaque sao os I'TS (Internal
Transcribed Spacers). Nao foram encontrados estudos com genes mitocondriais com nossos critérios de

busca.

Tabela 1. Numero de artigos sobre diversidade genética de espécies de plantas ameagadas de extin¢ao
no Brasil, separados port tipo de marcador molecular utilizado no estudo. *Artigos utilizando mais de um
marcador foram contabilizados duplamente. **Sequéncias de DNA identificadas nos artigos como SNPs
foram contabilizadas separadamente na tabela, mesmo que pudessem ser enquadradas em outras
categorias da tabela (classificagio acompanhou o descrito em cada artigo). Fonte: os autores.

Tipo de marcador Subtipo de marcador Técnica Nuamero de artigos utilizando esse
marcador*
RAPD 16
Marcadores
Marcadores baseados em ISSR 17
Dominantes
padrées de bandas de AFLP 30
DNA Matcadores SSR 64
Codominantes RFLP 1
Marcadores baseados em | Genes ou espacadores 32
sequéncias de DNA nucleares
Genes ou espagadores 56
plastidiais
Outros SNPs** 5
Sequenciamento do 1
genoma
Outros marcadores Alozimas ou izoenzimas 9
moleculares

Existe uma evidente caréncia de estudos genéticos especificos para a conservagao das espécies
ameacadas de extingdo em comparagiao com o elevado nimero de espécies na lista vermelha nacional
(Essi et al,, 2020). Ainda que insuficientes, os estudos disponiveis auxiliam no direcionamento para a
escolha dos marcadores para espécies ameagadas, bem como para nativas nao ameagadas. A partir dos
resultados obtidos, foi possivel concluir que o tipo de marcador molecular mais utilizado em espécies
ameagadas de extingao até o momento é o SSR. Esse achado corrobora com o apontado por Oleas et al.
(2013) e por Paunescu (2009) para plantas em geral. Silva Junior et al. (2020) afirmam que esse marcador

molecular é mais utilizado por apresentar alta reprodutibilidade e polimorfismo, promovendo
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identificacdo simultanea de varios alelos, como também essas sequéncias ez fandem estao distribuidas de
forma uniforme pelo genoma, e possuem um melhor custo beneficio.

Os genes ou espagadores plastidiais também estio sendo muito utilizados em espécies ameagadas
de extingao, esse resultado também, foi encontrado por Jhon et al. (2019). Fragmentos plastidiais em
geral sdao de facil amplificagao, esses genes apresentam um genoma conservado, de tamanho pequeno e
estrutura simples (Liu et al., 2020). Yang et al. (2017) apontam que esse tipo de marcador molecular é
essencial para reconstrucao de filogenia, sendo de extrema importancia para entender a histéria evolutiva
de diferentes espécies de plantas ameagadas de extin¢io.

Os genes ou espagadores nucleares, em especial as sequéncias ITS, estdo também entre os
marcadores mais utilizados em espécies de plantas ameacadas de extingdo. Resultado semelhante foi
encontrado por Al-Qurainy et al. (2013). Esse marcador apresenta grande variabilidade genética, por
apresentar regides com comprimentos variaveis devido a mutagdes pontuais e inser¢cdes ou delecoes
(Giudicelli et al., 2017). As sequéncias de ITS tém sido amplamente utilizadas, assim como os marcadores
plastidiais, para compreender hipéteses filogenéticas ou em estudos de evolug¢ao molecular em plantas,
como também incluindo varios niveis taxonomicos (Trifonova et al., 2010).

Também tem sido bastante utilizada a técnica de AFLP para obten¢do de marcadores, por ser
uma ferramenta eficaz para genética populacional de plantas, revelando um alto polimorfismo,
principalmente para espécies que nao possuem muitos estudos moleculares (Costa et al., 2016). Na busca
realizada, observou-se que a maior parte dos estudos utilizando AFLP foram para estudo do palmiteiro,
Euterpe edulis Mart., uma espécie ameagada de grande importancia comercial.

Marcadores dominantes como os ISSR tem sido pouco utilizado, comparados com os
microssatélites, esses resultados reforcam os estudos feitos por Khan et al. (2012). Os marcadores ISSR
possuem alto polimorfismo, nao necessitam de estudos prévios da sequéncia de DNA, como também
apresentam um baixo custo para o desenvolvimento (Vijayan, 2005; Silva et al., 2016; Guizado et al.,
2020). Sao marcadores bastante uteis quando nao se tem muita informacgao prévia sobre o genoma de
uma espécie, do mesmo modo que os RAPDs, mas perdem para os SSRs em possibilidades de analises,
visto que sao marcadores dominantes, e a informacao sobre os heterozigotos nao fica disponivel (Felix
et al., 2020).

Existe uma grande demanda para o aumento de estudos com marcadores moleculares para
espécies ameacadas. Tais estudos tém sido uma ferramenta poderosa para entender as variacbes genéticas
dentro e entre as populagoes ameagadas de extingdo. Também tém permitido uma analise mais
aprofundada da dinamica populacional, auxiliando na compreensio da dispersio, fragmentacio e
isolamentos das populacées. Esses dados sio de extrema importancia para desenvolver estratégias de

conservagao, que levem em consideragao a diversidade genética das espécies.
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CONCLUSAO

Os marcadores moleculares mais utilizados em estudos de diversidade genética em espécies de
plantas ameagadas de extingdao no Brasil sio SSR, genes ou espagadores plastidiais, genes ou espagadores
nucleares, AFLP e ISSRs. Esses marcadores permitem analisar as variacGes genéticas que existem entre
as populacbes de espécies ameagadas de extingao, permitindo desenvolver estratégias de conservagao

para as mesmas.
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