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RESUMO - O sequenciamento de DNA surge na atualidade
como ferramenta potencial na identificacdo correta de espécies,
estudos de evolugdo e filogenia, quantificagdo e monitoramento
da biodiversidade, analise forense, entre outros. As regides rbcL
+ matK foram definidas pelo Consorcio Internacional de Barcode
(CBOL) como regides padroes para barcode de plantas. Em 2011
foi criado 0 BR-BOL com o objetivo de promover de maneira
sistematizada a identificagdo molecular da biodiversidade
brasileira. Para identificagdo de plantas estdo sendo analisadas
as regides propostas pelo CBOL e outros autores. Para algumas
espécies da familia Sapotaceae, entretanto, fica evidenciado que
tais regides ndo sdo eficientes na identificagdo molecular dessas
espécies. Outras regides conservadas, diferentes das propostas
vém sendo testadas e apresentam resultado satisfatdrio na
discriminag¢@o molecular de espécies de regides tropicais, como
apresentado aqui para o género Manilkara.

Palavras-chave: DNA
identificag@o de espécies.

barcoding,  sequenciamento,

INTRODUCAO

O rapido avanco nas técnicas de sequenciamento de DNA
e o baixo custo na obtencdo de sequéncias tém proporcionado
a ciéncia molecular novas oportunidades e desafios. Isso tem
permitido que a cada dia novas perguntas possam ser respondidas
e avangos significativos sejam alcangados. O sequenciamento
de DNA surge na atualidade como ferramenta potencial
na identificagdo correta de espécies, estudos de evolugdo e
filogenia, quantificagdo e monitoramento da biodiversidade,
analise forense, entre outros. Pode-se dizer, portanto, que as
metodologias tradicionaispassaram a contar com ferramenta
altamente informativa e moderna na solugdo das dificuldades de
identificagdo e classificaco correta das espécies.

Ousodesequencias de DNA paraidentificacdo de espécies
(DNA barcoding) vem ocorrendo ha quase dez anos. Em 2004
foi criado o CBOL (Consortium for theBarcodeof Life), que é
atualmente referéncia mundial no assunto e em 2009 definiram-
se como padrdes as regides rbcL + matKpara barcode de plantas.

Em 2011 foi criado o BR-BOL com o objetivo de realizar a
identificagdo molecular da biodiversidade brasileira. Sendo o
Brasil um pais megadiverso, com uma estimativa otimista de
mais de 600.000 mil espécies ainda por serem descobertas, essa
iniciativa surge como uma grande oportunidade de avan¢o no
conhecimento da diversidade de espécies brasileiras.

Entretanto, na realidade, devido auma série de fatores, a
identificagdo molecular de plantas ainda ¢ uma ciéncia em amplo
desenvolvimento e nd3o deve ser considerada como definitiva.
Enquanto a identificagdo molecular de animais é uma realidade,
sendo possivel para a grande maioria das espécies identifica-las
pela sequéncia de um fragmento do gene codificador da proteina
Citocromo oxidase I (COI), para plantas, apesar das recomendag¢des
otimistas que se baseiam em duas ou trésregiGes como
supostamente universais, diversas regides devem ser sequenciadas
(ex. RbcL, MatK, psbA-trnH, I1TS, ETS) e a eficiéncia, tanto do
sequenciamento quanto da resolugdo na diferenciacdo molecular
das espécies varia de acordo com a familia.

Identifica¢io do problema - Considerando o avango
das técnicas de biologia molecular e sequenciamento de
DNA, a comunidade cientifica mundial vive uma era de
sequenciamento em larga escala com intuito de resolver
uma série de questdes cientificas. Entre essas questdes estd a
identificag¢do e quantificagdo da biodiversidade com o intuito
de monitorar a diversidade de espécies, conhecé-la melhor
e responder de maneira pré-ativa as mudancgas climaticas e
pressdes que os ambientes naturais vém sofrendo. Assim, foi
iniciada a iniciativa BrBOL com o intuito de identificar por
marcadores moleculares a biodiversidade brasileira.

Este trabalho tem como objetivo discutir a situacdo atual
da identificagdo molecular de plantas, testar e validar regides
recomendadas para serem utilizadas como DNA barcoding de
plantas, testar outras regides potenciais e subutilizadas para
esse tipo de estudo e apresentar resultados de uma pesquisa
que indicam e reforcam a dificuldade na defini¢io de DNA
barcoding para plantas tropicais.

MATERIAL E METODOS

O projeto BrBOL - Tem como objetivo agregar o
maior numero possivel de instituigdes com pesquisadores
interessados na aplicagdo da técnica de identificagdo molecular
de espécies (DNA barcode) para estudo da biodiversidade
brasileira. Visa integrar todas as grandes cole¢cdes de DNA
dos mais diversos organismos, que sdo o repositorio de grande
parte das amostras de nossa biodiversidade. O objetivo mais
audacioso esta relacionado ao estudo de representantes de
praticamente toda a biodiversidade brasileira, langando as
bases para sua identificagdo molecular. Atualmente encontra-
se disponivel para acesso livre o site: www.brbol.org.
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Amostragem - Para cada espécie de planta estuda, utilizar
amostras de pelo menos trés individuos, preferencialmente de
diferentes populagdes. Estdo incluidas agdes de coleta, curadoria
e processamento de amostras bioldgicas e conservagdo em
Bancos de Germoplasma e/ou Herbarios.

Obtenc¢io do Material Genético -O material coletado,
proveniente de amostras de cdmbio ¢ acondicionado em
tubo estéril contendo solugdo tampdo. Outras fontes de DNA
incluindo folhas frescas, desidratadas em silica gel e material
de herbério também sdo utilizadas. DNA ¢ extraido utilizando
protocolo de extragdo de DNA de Doyle e Doyle (1987) ou kit
de extragdo de DNA como DNEasy (Qiagen), a depender da
espécie e qualidade do material vegetal.

Tabela 1. Lista de primers para barcode de plantas terrestres.

Banco de DNA -O DNA extraido sera conservado, apos
o estudo, no Banco de DNA da institui¢do. O armazenamento
de DNA total extraido e/ou purificado serd realizado em
ultrafreezers (-80°C).

Marcador e PCR -No caso especifico de plantas, visa-
se validar a proposta do CBOL de focar nas sequencias rbcL
+ MatKe outros autores (KRESS et al. 2005) que propdem
também o espagador psbA-trnH para identificagdo de plantas
tropicais, ¢ na impossibilidade dessa validagdo, testar outras
regides potenciais e propor alternativas para os trabalhos com
plantas. Assim, para cada familia alvo do estudo, essas e outras
regides especificas do DNA sio testadas (Tabela 1).

Primers Sequéncias

matK 3F Kim f
matK 1R Kimr

CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG
ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC

rbcLa f ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC
rbcla r GTAAAATCAAGTCCACCRCG

trnH(GUG) CGC GCATGG TGG ATT CAC AAT CC
PsbA GTT ATG CAT GAA CGT AAT GCT C
ITS17SE ACGAATTCATGGTCCGGTGAAGTGTTCG
ITS26SE TAGAATTCCCCGGTTCGCTCGCCGTTAC
ITS92 AAGGTTTCCGTAGGTGAA

ITS75 TATGCTTAAACTCAGCGGG

Téaxon estudado — Foram analisadas espécies do género Manilkara que ocorrem na regido da América do Sul. Entre as
amostras estdo espécies da Regido Amazonica (M. huberi, M. cavalcantei, M. paraenses, M. bidentata) e da Mata Atlantica (M.
multifida, M. triflora) e seus grupos externos como a africana M. butugi e a panamenha M. zapota.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As regides consideradas universais para identificagdo
molecular de plantas ndo se mostraram eficientes nesse
estudo, sendo que rbcL ndo apresentou polimorfismo e matK
apresentou duas bases polimoérficas em 857 bases alinhadas,
diferenciando somente uma das espécies alvo do estudo (M.
multifida). A regido psbA-trnH apresentou-se mais variavel,
entretanto houve dificuldade de amplificagéo e sequenciamento

devido a longa regido poli-A. Além disso, grande parte da
variagdo encontrada foi na forma de indels. Dentre as 645
bases alinhadas apenas 8 caracteres variaveis informativos
pela analise de parcimonia foram identificados.

As regides informativas e capazes de discriminar as
espécies do género amostradas foram ITS e a pouco utilizada
internacionalmente ETS. Ambas foram facilmente amplificadas
e sequenciadas. Entre as 749 bases sequenciadas na regido ITS,
54 foram variaveis e informativas (Figura 1).
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Figura 1. Arvore gerada pela analise Bayesiana com base no marcador ITS.

ETS gerou sequéncias de 543 bases, das quais 3% foram
varidveis ¢ informativas. A vantagem da regido ETS esta no
fato de possuir baixa variagio intracspecifica se comparada
com ITS.

Em 2007.Kress ¢ Erichson recomendaram as regides
rbel. ¢ trnH-psh4  como regides universais para DNA
harcodingde plantas terrestres. Ja em 2009, o CBOL afirmou
que as regides rbel + MarKsdo na verdade os marcadores
universals. Fica evidenciado. entretanto. neste ¢ em outros
trabalhos (Jeanson ¢r af 2011 Melo. 2012) que para especies
tropicais. esses marcadores ndo sio eficientes na identificagio
ao nivel de especie. sendo fundamental o uso de outros
marcadores, conforme ja previsto na criagio do BR-BOL.
Resultados semelhantes vém sendo encontrados por diferentes
grupos de pesquisa no Brasil (comunicagiio pessoal).

Evidenciou-se com este estudo que de fato novas regides
devem ser testadas ¢ que ETS. apesar de pouco utilizado para
este fim, apresenta grande potencial para ser utilizado como
DNA  barcoding de plantas tropicais, conforme também
evidenciado por Melo (2012).

E fato que a correta identificagio de espéeies ainda
depende de ferramentas adequadas ¢ mais informativas ¢ o
sequenciamento de DNA tem grande potencial de auxiliar
nesse processo. Fica evidenciado que muito trabalho ainda
deve ser feito no desenvolvimento de metodologia adequada ¢
eficiente. O sequenciamento completo do cloroplasto tem sido
considerado importante no desenvolvimento de metodologia
cficiente de identificagdo de espécies de plantas (Dong et
al. 2012). assim como novas tecnologias de genotipagem

larga escala como GBS
DArT(DiversitvArravs  Technology) podem  vir a ser
consideradas, devido d enorme quantidade de informagio
genética gerada por individuo analisado.

em (GenotypebySequencing)
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