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SUMARIO EXECUTIVO

A Genética pode ser didaticamente dividida em cinco areas de acordo com as abordagens
usadas e com o material investigado: a Citogenética; a Genética Molecular; a Genética Bioquimica
(Isozimas); Genética Quantitativa (Caracteres Quantitativos) e¢ a Genética de Populagdes
(Polimorfismos).

Para fazer uma avaliagdo do estado atual do conhecimento sobre a biodiversidade genética
no Brasil, foi elaborado um formulario composto de sete fichas. A primeira ficha coleta dados
sobre o pesquisador, membros da equipe e instituicdo. A ultima é preenchida com as referéncias
bibliograficas do trabalho do grupo. As demais correspondem a cada uma das cinco areas da
Genética.

Em cada uma delas ha espago para colocar os taxons estudados; identificagdo de Familia e
Ordem; localidades estudadas; habitats; citacdo das referéncias relevantes, e uma breve descri¢ao
dos principais resultados e conclusoes. Além disto ha dois campos para obter informag¢des mais
dirigidas, isto €, onde o informante deve selecionar as respostas entre uma série apresentada. Eles
sdo: objetivos e métodos. Para os objetivos buscou-se fazer uma série que aumentasse
progressivamente o grau de complexidade da caracterizagdo da variabilidade genética. Por
exemplo, nos estudos interespecificos, podia-se assinalar a caracterizacdo de cada espécie, as
comparagdes entre espécies e as inferéncias filogenéticas. Para os métodos, buscou-se igualmente
fazer uma lista que representasse métodos com complexidade e/ou grau de informagao crescentes.

Para a coleta dos dados e teste da adequagdo do formulario elaborado utilizamos
inicialmente os Resumos publicados do 42° Congresso da Sociedade Brasileira de Genética (1996)
cujo tema foi Biodiversidade Genética. Deles foram retiradas as informagoes para preencher 242
fichas no total: 142 de Citogenética; 34 de isozimas; 40 de Genética Molecular; 22 para Caracteres
Quantitativos e 4 para Polimorfismos.

Depois de testar o formulario usando os Resumos do Congresso, ele foi enviado a 80
pesquisadores, lideres de grupos de pesquisa no Pais. A lista de pesquisadores foi elaborada a
partir do trabalho prévio com os Resumos verificando os pesquisadores com contribui¢do na area.
Além disto foram pesquisados os Bancos de Dados: “Diretdrio dos Grupos de Pesquisa no Brasil —
versdo 2.0” e “Diretorio Prossiga”, ambos do CNPq.

No total dos 80 pesquisadores consultados, 33 responderam preenchendo formularios
(freqlientemente varias fichas cada um). Aproximadamente 60% das respostas vieram de S&o
Paulo, 10% do Rio Grande do Sul e o restante de Minas Gerais, Rio de Janeiro e Parana. No total

foram preenchidas 106 fichas: 42 de Citogenética; 17 de isozimas; 24 de Genética Molecular; 20



de Caracteres Quantitativos e 3 para polimorfismos. Como foram poucas as fichas obtidas sobre

polimorfismo elas ndo serdo discutidas aqui.

Citogenética

Os métodos da Citogenética podem ser divididos em trés ou quatro categorias de
complexidade e/ou quantidade de informag@o. Analisando o banco de dados dos Resumos do
Congresso da SBG encontramos entre 141 fichas com respostas informativas: 36%
correspondendo a trabalhos em que se esta obtendo a informacgdo mais simples; 57% com técnicas
envolvendo bandeamento (ou similares) que fornecem um grau maior de informacgao, e 6% com
técnicas que tém maior grau de definicdo (politénicos e hibridizagdo in situ). No banco de dados
das fichas preenchidas pelos pesquisadores (43) encontramos: 38% usando hibridizagdo in situ;
14% analisando cromossomos politénicos; 39% com algum tipo de bandeamento e 12% com
cariotipo simples ou contagem dos cromossomos.

Quanto aos objetivos, encontramos 33 resumos ligados ao estudo da variagdo
interespecifica, sendo que 12 buscando fazer inferéncias filogenéticas e os 21 restantes apenas
comparagdes entre espécies. O estudo da variacdo intraespecifica ficou caracterizado em 25
resumos, sendo que 18 sdo descricdo da variagdo intrapopulacional e comparacdes entre
populagdes, 3 caracterizacdo da variagdo geografica e 4 buscando clines. No total, 52% dos
trabalhos tém objetivo estritamente descritivo e 17% tém objetivos interpretativos. Nas respostas
dadas pelos pesquisadores, 37 fichas estavam ligadas ao estudo da variago interespecifica, sendo
que a grande maioria (81%) buscando fazer inferéncias filogenéticas e apenas uma minoria (19%)

se limitava a fazer apenas comparagdes entre espécies.

Isozimas

Pode-se considerar que, para trabalhos que pretendam medir variabilidade genética, um
bom niimero de locos estudado seja superior a 20. Entre 10 e 20 pode ser visto como razoavel e
menor que 10, pequeno. Da mesma forma, pode-se admitir que um nimero de sistemas acima de
20 é excelente, entre 10 e 20 bom, entre 5 € 10 razoavel.

Nos 34 Resumos da SBG foi relatado o uso de 132 sistemas enzimaticos, com média de
8,1 por trabalho. Do total, 36% usaram menos de 5 sistemas; 36% entre 5 e 10; ¢ 34% usando mais
de 10. O nimero médio de locos estudados por trabalho foi de 12,1 sendo que 42% dos trabalhos
analisaram menos de 10; 32% entre 10 e 20 locos; e 26% mais de 20 locos.

Num total de 17 formularios com respostas validas dadas pelos pesquisadores foi relatado
o uso de 180 sistemas, com média 11,3; sendo que 11% com até 5 sistemas; 33% usando entre 5 ¢
10; e 50% entre 10 ¢ 20. O numero médio de locos estudados por trabalho foi de 20; sendo 9

trabalhos analisando de 10 até 20 (inclusive), e 7 analisaram 20 ou mais locos.



Dos 34 resumos da SBG, 11 tinham por objetivo estudar a variagdo interespecifica, dos
quais apenas 4 pretendiam fazer inferéncias filogenéticas. Dos 22 resumos restantes, 5 tinham por
objetivo a comparagdo de populagdes e todos os demais (representando 72%) sdo apenas
descritivos.

Para as respostas dos pesquisadores, dos 17 formularios recebidos, 10 tinham por objetivo
estudar a variagdo interespecifica, dos quais metade pretendia fazer inferéncias filogenéticas e
metade comparagdes entre espécies. Dos 7 restantes, 5 tinham por objetivo estudar a estrutura de
populagdes, ou buscar clines, ou correlagdo com variaveis ambientais, enquanto apenas 2 eram

apenas descritivos. No total, 40% tinham objetivo basicamente descritivo.

Genética Molecular

A analise dos objetivos nos 40 resumos da SBG revelou que dos 23 que se propunham a
estudar a variacdo interespecifica, 83% eram para inferéncias filogenéticas. No total 25% tinham
objetivos descritivos. Ja nos formularios preenchidos pelos pesquisadores os objetivos eram em
75% sobre variacdo interespecifica, sendo todos para inferéncias filogenéticas; e 17% tinham
objetivos mais descritivos.

Dos 38 resumos com respostas informativas, 53% usaram como método o
seqiienciamento, que € a técnica mais sofisticada e informativa da Genética Molecular; 26%
trabalharam com RFLP ou microssatélites ou outras técnicas e 24% com RAPD (a menos
informativa das técnicas). Dos 24 formularios retornados, 74% usaram o seqiienciamento; 25%

RFLP, microssatélites ou outras técnicas; ¢ 4% apenas com RAPD.

Caracteristicas Quantitativas

Entre os 22 resumos examinados 50% usaram analises estatisticas multivariadas, 27%
fizeram experimentos em condigdes ambientais controladas ou a analise de estirpes endocruzadas.
Ja entre as 20 respostas dadas pelos pesquisadores, 60% relatavam o uso de analise multivariada e
25% usavam selegdo artificial, marcadores, analise de estirpes ou experimentos em condigdes
controladas.

Nas 20 fichas preenchidas pelos pesquisadores consultados, 10 relataram ter como objetivo
a analise interespecifica: 7 inferéncia filogenética e estudo de hibridos; 3 comparagdo entre
espécies. Das outras 10 relacionadas a estudos intraespecificos: 4 pretendiam estimar a
herdabilidade; 5 eram descritivas (variacdo intrapopulacional ou geografica); e 1 estudar o

significado biologico. Isto é, no total, 35% dos estudos eram basicamente descritivos.

Conclusées
A primeira dificuldade no desenvolvimento de um trabalho como este é obter uma boa

taxa de retorno dos formularios enviados. Desde o inicio delineamos o trabalho levando isto em



conta. Assim, utilizamos os Resumos do Congresso como uma fonte complementar. Além disto,
contatando repetidamente os pesquisadores conseguimos, no final, obter um retorno de 33 dos 80
formulérios enviados (41%). Esta taxa de retorno ¢ bastante satisfatoria para este tipo de consulta,
jé que freqiientemente consegue-se algo em torno de 10%.

Para suprir falhas e melhorar o grau de certeza de que as grandes lacunas encontradas eram
reais e ndo devidas a dados insuficientes, consultamos o Biological Abstracts (1998 ¢ 1999) e o
Zoological Record (vols. 122 a 135). Fizemos um levantamento bibliografico para os principais
grupos de plantas e animais usando palavras-chaves apropriadas para a detecgdo da existéncia de
pesquisas em biodiversidade genética no Brasil.

A maior dificuldade que encontramos foi a caracterizacdo das informagdes do ponto de
vista biogeografico. As informa¢des que conseguimos foram muito heterogéneas ou imprecisas.
Ainda assim € possivel examinar os dados qualitativamente, olhando os estados do Brasil de forma
global. Mas, ha que ser cauteloso quanto as conclusdes.

Desta forma podemos apontar Sdo Paulo, Minas, Rio Grande do Sul, Mato Grosso do Sul,
Rio de Janeiro e Para como os estados mais estudados. Semelhantemente, avaliamos, de maneira
geral o litoral (Mata Atlantica, rios costeiros, bacia do Parand), a regido amazonica (Floresta e
Bacia Amazoénicas), e o cerrado — em Sao Paulo, Minas ¢ Mato Grosso do Sul — como melhor
estudados. Ha trabalhos no Pantanal, mas sdo menos intensos. Finalmente, as regides que nos
parecem ser menos estudadas — ainda que sejam citadas — sdo a Caatinga e principalmente a regiao
central, Goias, Mato Grosso e Tocantins.

Examinando o conjunto geral dos dados, resumos e respostas dos pesquisadores, vemos
que os taxons mais estudados entre os animais sdo: os insetos — principalmente os dipteros e
himenopteros —, os peixes, os mamiferos — em especial, os roedores e os primatas — e as aves.

Ja as grandes lacunas para os animais, s@o os equinodermas (ourigos e estrelas-do-mar);
anelideos (minhocas) e os cefalopodes e pelecipodes entre os gastropodes. Mas, mesmo entre
taxons bem estudados como os mamiferos nota-se a total auséncia de felideos (gatos em geral).
Para todos estes grupos nenhum trabalho se encontra referenciado no Zoological Record sobre
biodiversidade genética no Brasil. Finalmente, entre os insetos ndo encontramos em nossos dados
citacdo aos hemipteros (percevejos), ainda que no Zoological Record haja muitas referéncias de
trabalhos com reduviideos (a familia dos barbeiros).

Nas plantas ha uma clara concentragdo em dicotiledoneas (énfase em orquideas e cactos).
E, as maiores lacunas sdo as briofitas (musgos e hepaticas), as pteridofitas (samambaias) ¢ as
gimnospermas (pinheiros, entre outras) que ndo estdo citadas em nenhum dos conjuntos de dados
(resumos ou consulta a pesquisadores). Da mesma forma a pesquisa bibliografica no Biological
Abstracts ¢ infrutifera na deteccdo de trabalhos sobre biodiversidade genética no Brasil nestes

taxons.



O processo de coleta de informagdes para a preparagdo desta avaliagdo foi duplo: a
utilizagdo de resumos de Congresso da SBG e a consulta a pesquisadores. E dificil estabelecer a
priori qual dos dois conjuntos de dados melhor representa a comunidade cientifica brasileira. Cada
um deles tem seus viéses. Os pesquisadores consultados certamente estdo entre o que ha de melhor
no Pais. Estes dados deverdo superestimar a qualidade do que se faz, mas, eles estdo
provavelmente sinalizando nosso limite.

Quando comparamos os resultados dos dois conjuntos de dados, verificamos que ¢ isto que
de fato ocorre. Na Citogenética, apenas 6% dos Resumos da SBG mostrou empregar técnicas de
hibridizagao in situ ou cromossomos politénicos, enquanto 36% eram cariotipo simples ou apenas
contagem de cromossomos, isto ¢, as técnicas mais simples sdo mais usadas que as mais
sofisticadas. Nas respostas dos pesquisadores este padrdo esta invertido: 52% e 12% para as duas
técnicas, respectivamente. Semelhantemente, a maioria dos resumos tinham objetivos estritamente
descritivos (52%) enquanto que este nimero se reduz nas fichas preenchidas pelos pesquisadores
(30%). A proporcao de trabalhos buscando fazer inferéncias filogenéticas — ao invés da simples
comparacdo entre espécies — na andalise da variacdo interespecifica, aumenta de 36% para 81% nos
dois conjuntos de dados. De qualquer forma, a maior parte dos trabalhos ja usa técnicas com
algum grau de sofisticagdo — ao menos algum tipo de bandeamento.

Nos estudos de isozimas o mesmo padrdo aparece: nos resumos da SBG o nlimero médio
de locos analisado é 12,1; sendo que 42% dos trabalhos analisaram menos de 10 locos. Nas
respostas dadas pelos pesquisadores o niimero médio de locos analisado ¢ 20 — alids, este ¢
exatamente o mesmo valor para o nimero médio de locos na revisdo dos trabalhos publicados em
todo o mundo feita por Avise (1994)! — e todos relataram usar pelo menos 10 locos.

Para a Genética Molecular, 50% dos resumos da SBG relataram o uso de seqiienciamento,
nimero que sobe para 74% entre as respostas dadas pelos pesquisadores. Em relagdo aos objetivos,
nos estudos sobre variagdo interespecifica, nos resumos 83% sdo para inferéncias filogenéticas,
enquanto que nas respostas dos pesquisadores sdo todos. Isto mostra que provavelmente este € o
campo da Genética que esta utilizando as metodologias mais modernas a sua disposi¢do. Além
disto parece menor a diferenga entre resumos e respostas de pesquisadores.

Os dados de estudos dos caracteres quantitativos nos Resumos da SBG sdo um conjunto
até certo ponto heterogéneo. Uma proporcdo pequena (18%) esteve dedicada aos estudos
interespecificos; e 27% tinham objetivo apenas descritivo. Nos dados dos pesquisadores, de 10
respostas relacionadas a variagdo interespecifica, 7 buscavam fazer inferéncias filogenéticas.
Deve-se notar, no entanto, que em ambos os casos, nenhuma das respostas acusava o objetivo de
estudar QTLs, e poucas faziam correlagdes com variaveis genéticas. E estes sdo justamente os
topicos mais modernos no campo.

A tarefa do estudo da biodiversidade genética é gigantesca em qualquer pais do mundo.

Nao ha lugar onde se possa dizer que ja se sabe o suficiente, nem sequer que ja se sabe muito! S6



nos ultimos 20 anos € que as ferramentas mais importantes da genética foram desenvolvidas, e s6
na ultima década é que seu preco esta se tornando acessivel. Portanto, o Brasil ndo é excegdo. Ha
muitissimo a ser feito, em todos os grupos, inclusive nos mais estudados. Alias, estes t€ém o papel
de modelo experimental para o trabalho a ser feito com os demais grupos de organismos.

Levando em conta todos os dados apresentados e as consideragdes feitas acima,
acreditamos que podemos dizer que o Brasil se encontra numa posi¢do razoavel/boa. Para os
grupos taxondmicos melhor estudados, para as areas da genética que estdo mais avancadas e para
os grupos de pesquisa melhor preparados, o trabalho em andamento nao deixa a desejar.

Entretanto, ha também as grandes lacunas do conhecimento da biodiversidade genética no
Brasil. Elas sdo de trés tipos: quanto ao tdxon, quanto a regido geografica e quanto a area da
genética. Em sintese podemos dizer que os anelideos, os equinodermas, os moluscos (cefalépodes
e pelecipodes) e os felideos sdo animais que precisam urgentemente ser estudados. Destes talvez a
auséncia mais estarrecedora seja a dos felideos. A importancia ecoldgica da onga — ¢ dos outros
gatos selvagens — bem como o fato desta espécie estar ameagada de extingdo e, também, a
percepgao de que suas populagdes estdo quase certamente sofrendo forte agdo da deriva genética
fazem-na um material ¢ uma oportunidade impar para o estudo da manutencdo de diversidade
genética nas populacdes naturais. Entre as plantas as briofitas, pteridofitas e gimnospermas sao
aquelas em que ha falta total de informacdes. O Centro Oeste ¢ a regido do Brasil que mais
necessita de estudos. Finalmente, uma analise genética moderna de caracteristicas quantitativas no
contexto do estudo da biodiversidade genética ¢ uma lacuna importante a ser preenchida.
Notadamente, na busca da caracterizagdo de QTLs, que representam a sintese desejada entre

fenotipo e genotipo.



EXECUTIVE SUMMARY

EVALUATION OF THE STATE OF KNOWLEDGE ON GENETIC BIODIVERSITY
IN BRAZIL

Genetics can be didactically divided into 5 areas according to the methods used and the
studied material: Cytogenetics; Molecular Genetics; Biochemical Genetics (Isozymes);
Quantitative Genetics (Quantitative Traits); and Population Genetics (Polymorphisms).

To assess the present state of knowledge on genetic biodiversity in Brazil, we prepared a
questionnaire with seven forms. The first collects data on the person giving the information, and
the members of the staff and the institution. The last one obtains bibliographic references of the
group’s work. The other five forms address each of the Genetics areas above.

Each form has spaces for studied taxa, Family and Order identification, studied localities,
habitats, relevant reference quotation, and a short description of the main results and conclusions.
Furthermore, two fields were designed to acquire guided answers among a series of alternatives:
objectives and methods. For the objectives, we provided a series of alternatives that progressively
increased the complexity of the characterization of the genetic variability. For example: in
interspecific studies, the following choices were provided: characterization of species,
comparisons among species, and phylogenetic inferences. For the methods, likewise, we attempted
to make a list which showed increasing complexity and/or degree of information.

To collect the data and assess the usefulness of the prepared forms, we initially used the
published Summaries of the 42" Congress of the Brazilian Society of Genetics (SBG) (1996), in
which Genetic Biodiversity was the main topic. These summaries were used to fill out a total of
242 forms: 142 of Cytogenetics; 34 on Isozymes; 40 on Molecular Genetics; 22 on Quantitative
traits; and 4 on Polymorphisms.

After testing the questionnaire using the Congress Summaries, it was sent to 80 scientists,
heads of research groups in Brazil. Their names were chosen from the above summaries, as well as
from the Research Group Directory and the Prossiga System, both from Conselho Nacional de
Ciéncia e Tecnologia — CNPq.

Of the eighty scientists who were contacted, thirty-three filled out the questionnaires (often
with multiple forms from each one). Approximately 60% of the answers came from the state of
Sdo Paulo, 10% from Rio Grande do Sul, and the remaining from Minas Gerais, Rio de Janeiro,
and Parana. In all, 106 forms were returned: 42 of Cytogenetics; 17 of Isozymes; 24 of Molecular
Genetics; 20 of Quantitative Traits; and 3 of Polymorphisms. Since there were very few forms on

polymorphisms, they will not be discussed here.
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Cytogenetics

Cytogenetical methods can be divided into three or four categories according to the
complexity and/or quantity of information. Analyzing the data from the SBG summaries we found
among 141 forms: 36% using the simplest methods; 57% using banding, or similar, techniques
(which are more informative), and 6% using techniques with higher definition (polytenic
chromosomes and in situ hybridization). In the data received from scientists (43 forms), we found:
38% using in situ hybridization; 14% polytenic chromosomes; 39% using some kind of banding
technique, and 12% with only simple karyotype or chromosome counting.

Regarding the objectives, 33 SBG summaries were related to the study of interspecific
variation: 12 aimed at phylogenetic inferences and the remaining 21 only intended to make
comparisons among species. Twenty-five SBG summaries were related to intraspecific studies: 18
were related to the description of intrapopulation variation and comparisons among populations; 3
investigated geographic variability; and 4 searched for clines. Of these summaries 52% can be said
to have solely descriptive objectives, while 17% make an attempt at explanation.

Among the answers given by the scientists, 37 were related to interspecific studies. The
majority of these (81%) were studies intending to make phylogenetic inferences and only a small

portion (19%) was limited to simple comparison of species.

Isozymes

For a sound study of genetic variability, the number of loci should exceed 20 to be
considered. Between 10 and 20 loci can be considered adequate and fewer than 10 loci is deemed
insufficient. Similarly, more than 20 analyzed systems can be considered excellent, between 10
and 20, good, and between 5 and 10, fair.

The 34 SBG summaries of isozyme studies reported the use of 132 systems, with an
average of 8.1 per paper. In all, 36% used fewer than 5 systems; 36% between 5 and 10; and 34%
more than 10. The average number of loci per paper was 12.1 — where 42% of the papers analyzed
fewer than 10; 32% between 10 and 20; and 26% more than 20.

Among 17 forms filled out by scientists, 180 systems were used, averaging 11.3 per work
— 11% had fewer than 5 systems; 33% between 5 and 10; and 50% between 10 and 20. The
average number of loci per work was 20. Nine forms reported from 10 to 20 loci and 7 forms more
than 20 loci.

Among the 34 SBG summaries, 11 intended to study interspecific variation, of which only
4 intended to make phylogenetic inferences. From the remaining 22 summaries, 5 had the
objective of comparing populations, and all others (72%) are only descriptive.

Among the 17 answers obtained from leading scientists, 10 were related to interspecific
studies, half of them meant to make phylogenetic inferences and the other half meant to make

comparisons between species. Among the remaining 7, 5 intended to study the structure of
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populations, search for clines or correlations with environmental variables, and only 2 were solely

descriptive. Overall, 40% can be considered to be essentially descriptive.

Molecular Genetics

The analysis of the objectives of 40 SBG summaries showed that among 23 related to
interspecific variability, 83% aimed to obtain phylogenetic inferences. In all, 25% had descriptive
goals. On the other hand, among the forms filled out by the scientists, 75% were related to
interspecific study and all of them aimed at phylogenetic inferences, while only 17% had merely
descriptive goals.

Among 38 SBG summaries, 53% used DNA sequencing — the most sophisticated and
informative method of Molecular Genetics —, 26% used RFLP or microsatellites or other
techniques, and 24% used RAPD (the least informative method). Among the 24 forms returned by
the scientists, 74% used DNA sequencing, 25% RFLP, microsatellites or others, and only 4%
RAPD.

Quantitative Traits

Among 22 SBG summaries examined, 50% used multivaried statistical analysis, and 27%
performed experiments in controlled environmental conditions or analyzed inbred strains. On the
other hand, among the 20 responses from scientists, 60% reported the use of multivaried tools and
25% used artificial selection, markers, analysis of strains or experiments under controlled
environmental conditions.

Among the 20 forms filled out by the scientists, 10 were related to interspecific analysis: 7
to phylogenetic inferences and hybrid studies and 3 to comparing species. The remaining 10
reported intraspecific studies with the following objectives: 4 to estimate heritability; 5 descriptive
(intrapopulational or geographic variation); and 1 to study the biological meaning of a trait. Thus,

35% were essentially descriptive.

Conclusions

The main difficulty in taking on this kind of study is to obtain a satisfactory return rate of
the forms. Bearing this in mind, we used a double process to collect information to prepare this
assessment: the SBG summaries and contacting representative leading scientists. With this, we
obtained 33 of the 80 forms (41%). This rate is quite satisfactory, since this kind of study
frequently has a 10% return rate.

To fulfill the faults and improve the level of certainty that the gaps we found were real and
not due to insufficient data, we consulted the Biological Abstracts (1998 and 1999) and the
Zoological Record (vols. 122 a 135). We performed a bibliographical study for the main plant and

animal groups using appropriate key words to find any genetic biodiversity research in Brazil.
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The greatest difficulty we found was the characterization of the information from a bio-
geographical point of view. The information we obtained was very heterogeneous or imprecise.
Even so, it is possible to analyze the data in a qualitative manner, seeing the Brazilian states in a
global way. Yet, one must be cautious in his conclusions.

This way, we can appoint the states of Sdo Paulo, Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Mato
Grosso do Sul, Rio de Janeiro and Para as the most studied states. Similarly, we noticed, in
general the coast (Atlantic Rain Forest, coastal rivers, Parana River basin), the Amazon region
(forest and river basin), and the cerrado — in Sdo Paulo, Minas Gerais, and Mato Grosso do Sul —
were the most studied. There are studies in the Pantanal, but less intense. Finally, the regions
which appear to be least studied, even if mentioned, are the Caatinga and especially the central
region: Goias, Mato Grosso, and Tocantins.

Examining the data as a whole, summaries and researcher’s answers, we see that the most
studied taxa among animals are: insects — mainly Diptera and Hymenoptera —, fish, mammals —
particularly rodents and primates —, and birds.

However, the great gaps for animals are the echinoderms (sea urchins and starfish);
annelids (worms) and the cephalopods and Pelecypodae among the gastropods. But, even among
well studied taxa, like mammals, the total absence of Felidae (cats in general) can be observed.
There are no referred studies in the Zoological Record about genetic biodiversity of Brazil for any
of the aforementioned groups. Finally, among insects, no citation to the Hemiptera (true bugs,
including bedbugs, stink bugs) was found, although there are many references to studies with
Reduviidae (kissing bugs) in the Zoological Record.

As for plants, there is a noticeable preference for dicots (primarily orchids and cacti),
while the greatest gaps are for bryophytes (moss plants), pteridophytes (ferns), and gymnosperms
(pine trees among others) which are not mentioned in any of the data sets (SBG summaries or
scientist’s answers). Likewise, the bibliographical research of the Biological Abstracts does not
yield studies about the genetic biodiversity of Brazil for these taxa.

It is difficult to establish a priori which of the two data sets represents best the Brazilian
scientific community. Each one has its own bias. The contacted scientists are certainly among the
best in Brazil at present. Therefore, their responses probably are above the average quality of
current work and presumably indicate our current upper limit.

This is indeed what we find when comparing the two sets of data. For instance, in
Cytogenetics, among the SBG summaries the simplest techniques (karyotype or counting
chromosomes) are more frequently used than the more sophisticated (in situ hybridization), while
among the answers given by scientists, the pattern is quite the opposite. Likewise, the majority of
the SBG summaries showed descriptive objectives (52%). However, this number declines to 30%
in the forms filled out by the scientists. The percentage of the works trying to make phylogenetic

inferences — rather than merely comparing species — increases from 36% to 81% in the two data
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sets respectively. Anyhow, most of the works already uses techniques with some level of
sophistication — at least some kind of banding. This overall pattern is present in the other areas.

In the studies with isozymes, in the SBG summaries, the average number of loci is 12.1,
where 42% of the work used less than 10 loci. In the answers given by the scientists the average
number is 20 — this is exactly the same number found in a worldwide review by Avise (1994)! —
and all reported to use at least 10 loci.

In Molecular Genetics, 50% of the SBG summaries reported the use of DNA sequencing.
This number increases to 74% among the responses of the scientists. With regard to the
objectives, in the studies about interspecific variation, among the summaries, 83% indicate
phylogenetic inference, while among the scientists reports this number is 100%. This indicates
that this is most likely the field of Genetics which uses the most modern methods available.
Furthermore, the difference between the summaries and the scientists’ summaries seems smaller.

The Quantitative trait data are, to some extent, heterogeneous. A small portion, 18%, was
dedicated to interspecific studies and 27% had a descriptive nature. In the data from the scientists,
seven out of ten responses related to interspecific variation attempted phylogenetic inference.
However, not a single case in both groups had the objective of studying QTLs (Quantitative Trait
Loci), and few mentioned the goal of correlation to genetic variables. Ironically, these are the most
modern topics in the field.

The task of the study of biodiversity is enormous in any country. Nowhere can we say has
been sufficiently studied. It has been only in the past twenty years that the most important tools in
genetics have been developed and only in the last decade have they become accessible. Thus,
Brazil is no exception. There is much to be done in all groups, including in the most studied. As a
matter of fact, they represent an experimental model for the studies to be done with the other
groups of organisms.

Taking into account the data presented and the considerations above, we believe we can
say Brazil is in a fair or good position. For the more studied taxonomic groups, for the more
advanced areas of genetics, and for the better prepared research groups, the ongoing work leaves
nothing to be desired.

On the other hand, there are great gaps in the knowledge of genetic biodiversity in Brazil.
These can be divided in three groups: taxa, geographic areas, and field of genetics. In short, we
can say that the annelids, the echinoderms, the mollusks (cephalopods and Pelecypodae), and the
felines are animals which need urgently to be studied. Perhaps, the most astounding is in regard to
the felines. The ecological significance of the onga (Brazilian jaguar), and other wild cats, as well
as the fact of its being an endangered species and the fact that its populations are almost certainly
suffering the effects of genetic drift, make it a rare opportunity for the study of genetic diversity

maintenance in natural populations. Among plants, the bryophytes, pteridophytes, and
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gymnosperms are those in which there is a total lack of information. The Mid-West is the part of
Brazil which most needs research.

Finally, a modern genetic analysis of quantitative characteristics, in the context of genetic
biodiversity study, is an important gap to be filled, particularly in the quest for the characterization

of QTLs, which represent the desired synthesis between phenotype and genotype.
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1. INTRODUGAO

Toda a diversidade dos seres vivos baseia-se em ultima instancia na diversidade genética
que esta codificada nos genes, segmentos de moléculas de DNA. Em eucariotos (organismos com
células verdadeiras) estas moléculas sdo encontradas no niicleo — associadas a proteinas em
estruturas chamadas cromossomos — ¢ em determinadas organelas. Nos animais as organelas com
DNA sao as mitocondrias, € nas plantas sdo as mitocondrias e os cloroplastos.

A Genética como disciplina estuda a transmissao, as alteracdes ¢ a expressdo dos genes,
determinando as caracteristicas fenotipicas. Ela, também, investiga a diversidade genética
encontrada nas populagdes e nas espécies, e seu destino ao longo do tempo, isto é, sua evolugdo. E
interessante notar que desde o inicio do século, pouco tempo depois da redescoberta das Leis de
Mendel, a Genética ja estava preocupada com a origem e manutencao da diversidade
(Chetverikov, 1926; Fisher, 1930; Haldane, 1932; Wright, 1931, 1932).

A Genética pode ser dividida didaticamente em cinco sub-disciplinas ou areas de acordo
com as abordagens usadas e com o material investigado. A Citogenética focaliza os cromossomos
e sua morfologia. A Genética Molecular (ou Biologia Molecular) analisa diretamente o0 DNA. A
Genética Bioquimica estuda as variagdes protéicas, sobretudo de enzimas (isozimas). As Genéticas
Quantitativa e de Populagdes pesquisam as caracteristicas de distribui¢do continua (como, por
exemplo, a altura) e, as variagdes descontinuas (como, por exemplo, os diferentes padroes de
coloragdo encontradas em espécies de mariposas, no melanismo industrial).

E importante notar que é necessaria a existéncia de variabilidade para que seja possivel
utilizar as técnicas tradicionais da Genética — mendeliana e quantitativa — (Lewontin, 1974). Esta
variabilidade pode ter origem natural (vinda de alguma populagdo) ou ter sido induzida por algum
mutagénico. Sem variantes genéticos nao ha como determinar o padrdo de heranga para qualquer
carater. SO através das técnicas e métodos citologicos (Citogenética), bioquimicos (isozimas) e
moleculares que o estudo de caracteres invariantes € possivel.

Ainda que o conhecimento da diversidade genética seja importante, ele ndo ¢
necessariamente o objetivo primario do trabalho do geneticista. Freqiientemente ele deseja estudar
a adaptacdo de determinada populagdo ao ambiente (por exemplo, através das correlagdes de
variaveis genéticas e varidveis ambientais); a estrutura¢ao de populacdes de uma dada espécie; a
explicacdo dos mecanismos evolutivos de manutencao da diversidade; a comparagdo de espécies
para detectar diferengas e/ou para fazer inferéncias filogenéticas; etc. Em conseqiiéncia, quando
um determinado tdxon ¢é estudado o conhecimento que se obtém sobre ele ndo ¢ cumulativo, isto &,
ndo se estuda primeiro a Citogenética com descri¢do de cariotipos, bandeamento, depois isozimas,

até seqiienciamento de fragmentos de DNA. Em geral sdo utilizadas as técnicas mais poderosas a
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disposicdo dos pesquisadores para responder as questdes de sua pesquisa, os limites normalmente
sdo o custo e o dominio (“know-how”) das metodologias pelos pesquisadores. Embora haja uma
certa tendéncia dos geneticistas a permanecer trabalhando com um determinado taxon durante
muito tempo e ir usando técnicas cada vez mais refinadas e/ou modernas.

Portanto, uma avaliacdo do estado atual do conhecimento da biodiversidade genética do
Brasil ndo pode ser um inventario de todos os dados publicados envolvendo cada uma das muitas
técnicas e métodos sobre cada grupo de animais e plantas. O proprio trabalho da Genética ndo se
desenvolve desta maneira. A analise da metodologia e dos objetivos que estdo sendo usados pelos
diversos grupos de pesquisa fornece um melhor diagnostico da situagdo de seu desenvolvimento e
do estado atual do conhecimento de uma determinada area. Além do mais, ao que tudo indica, a
informacgdo que os pesquisadores estdo interessados em dar e em recuperar € o que se faz
atualmente nos varios grupos, € nao o que se fez. Quando iniciamos a preparagdo dos formularios,
pareceu-nos que os informantes dificilmente viriam a dar o histérico de seu trabalho mas que

mencionariam principalmente os resultados mais recentes. E, de fato, foi o que ocorreu.

2. METODOLOGIA

Considerando que ha milhares de genes por espécie e milhdes de espécies de seres vivos e
0 exposto acima estabelecemos alguns critérios para desenvolver o presente trabalho. Em primeiro
lugar s6 incluimos dados de animais e plantas silvestres (ndo-domésticas) brasileiras. E, mais
importante, este trabalho ndo € — e nem se propde a ser — uma revisao bibliografica exaustiva com
dados sobre todas aquelas espécies. O objetivo € tentar diagnosticar o estado atual do
conhecimento de diversidade genética no Brasil, fazendo uma amostra das pesquisas em
andamento no pais, verificando os principais tdxons que estdo sendo estudados, quais os objetivos
destes estudos e os métodos em uso — sobretudo tentando categoriza-los em fungdo do tipo de
informagdo que geram e/ou grau de complexidade. Com isto podemos inferir o limite de trabalho
de cada grupo e ter subsidios — sobre recursos de analise e de pessoal disponivel — que nos
auxiliem no planejamento de uma politica cientifica.

Em funcgéo disto, para realizar esta avaliacdo, foi elaborado um formulario estruturado com
7 fichas. A primeira ficha coleta dados sobre o pesquisador, membros da equipe e institui¢do
(enderecgos, titulagdo, vinculo empregaticio, etc.). A ultima é preenchida com as referéncias
bibliograficas do trabalho do grupo (autores, ano, revista, efc.). As demais correspondem a cada
uma das 5 sub-disciplinas da Genética.

Nas 5 fichas referentes as areas da Genética hd espaco para colocar os taxons estudados;
identificacdo de familia e ordem; localidades estudadas; habitats; citacdo das referéncias relevantes
(que estdo completas na ultima ficha), e uma breve descricdo dos principais resultados e

conclusdes (uma a trés frases). Além disto ha dois campos para obter informagdes mais dirigidas,
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isto é, onde o informante deve selecionar as respostas entre uma série apresentada (naturalmente,
ha sempre espago para outras respostas). Eles sdo objetivos e métodos e sdo especificos para cada
area. Eles vao servir de ferramentas para a classificagao dos trabalhos. Desta forma pode-se tentar
detectar onde estdo as lacunas da situacdo brasileira no que tange a trés aspectos fundamentais:

organismos, areas e técnicas e métodos usados em cada uma das areas da Genética.

3. AMOSTRAGEM

Resumos do 42° Congresso da Sociedade Brasileira de Genética

Para a coleta dos dados utilizamos inicialmente os Resumos publicados do 42° Congresso
da Sociedade Brasileira de Genética realizado em Caxambu em 1996 cujo tema foi Biodiversidade
Genética. Depois de examinar cada um, os resumos relevantes relacionados a biodiversidade
genética de espécies nativas de animais e plantas foram selecionados. Deles foram retiradas as

informagdes para preencher 242 fichas no total, como discriminadas na Tabela 1.

Tabela 1. Numero de Fichas Preenchidas (e porcentagem do total) a partir dos
Resumos do 42° Congresso da Sociedade Brasileira de Genética, Caxambu, 1996
para cada uma das 5 areas da Genética. Cada ficha preenchida corresponde a um
resumo diferente.

Area No. %
Ficha 2 Citogenética 142 58,7
Ficha 3 Isozimas 34 14,0
Ficha 4 Molecular 40 16,5
Ficha 5 C. Quantitativos 22 9,1
Ficha 6 Polimorfismos 4 1,7
TOTAL 242

O objetivo deste conjunto de dados era testar o formulario e também obter uma amostra
que nao tivesse o viés do sistema de consulta-resposta. Isto €, todos os trabalhos relevantes foram
incluidos independentemente do tamanho e importincia do grupo de pesquisa, bem como da

disponibilidade em responder a uma consulta.

Consulta a Pesquisadores

Depois de testar o formulario usando os Resumos do Congresso, ele foi enviado a 80
pesquisadores, lideres de grupos de pesquisa no Pais, com uma carta de encaminhamento
explicando seu preenchimento bem como os objetivos do projeto ¢ o uso a ser feito das
informacdes coletadas. A lista de pesquisadores foi elaborada a partir do trabalho prévio com os

Resumos verificando os pesquisadores com contribui¢cdo na area. Além disto foram pesquisados os
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Bancos de Dados: “Diretorio dos Grupos de Pesquisa no Brasil — versdo 2.0” e “Diretdrio
Prossiga”, ambos do CNPq.

Os pesquisadores que nao responderam de imediato devolvendo os formularios foram
contatados uma segunda vez por correspondéncia eletronica reiterando o pedido. No total dos 80
pesquisadores consultados, 33 responderam preenchendo os formularios. Naturalmente, em fungéo
de seu tipo de pesquisa, alguns pesquisadores responderam preenchendo apenas uma ficha
enquanto outros preencheram varias. Os numeros totais de fichas preenchidos em fun¢ao das areas

da genética estdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2. Numero (e porcentagem do total) de fichas, para cada uma das 5 areas da
Genética, preenchidas pelos 33 pesquisadores que responderam entre os 80

consultados.

Area Ne. %
Ficha 2 Citogenética 42 40
Ficha 3 Isozimas 17 16
Ficha 4 Molecular 24 23
Ficha 5 C. Quantitativos 20 19
Ficha 6 Polimorfismos 3 3

TOTAL 106

Na Tabela 3 encontram-se por estado do Pais os nimeros e porcentagens de pesquisadores
a quem se enviou os formularios, os niimeros e porcentagens dos que responderam ¢ as origens dos
Resumos do 42° Congresso da Sociedade de Genética. Existem disparidades entre os trés
conjuntos. Mas de forma geral o que se vé ¢ que Sao Paulo ¢ o estado mais representado tanto nos
formularios recebidos quanto nos resumos (61% e 46%, respectivamente), os demais estados do
Sudeste tém 12 e 15% (formularios recebidos e resumos, respectivamente), os estados do Sul taxas
apresentam valores de 15 e 17% e os estados das regides Norte, Nordeste e Centro Oeste
agrupados tém 12% dos formularios e 22% dos resumos.

As discrepancias observadas, na verdade, sdo bem menores entre os pesquisadores a quem
se enviou os formularios e os Resumos. Assim as proporgdes nestes dois conjuntos de dados para
Sao Paulo sdo, respectivamente, 44 e 46%. Para os estados do Norte, Nordeste e Centro Oeste sdo
21 e 22%, respectivamente. E interessante notar que a participacio de Sdo Paulo aumenta quase
20% nos formularios devolvidos (passa de 44% para 61%), o que significa uma taxa de retorno de
57%. Isto se da, em parte, as custas de uma baixa taxa de retorno de formularios dos pesquisadores
das regides Norte, Nordeste e Centro Oeste. Passam de 22% do total a 12%, devido a uma taxa de
retorno de apenas 24% (4 pesquisadores entre 17 consultados responderam).

A alta taxa de retorno obtida para os pesquisadores paulistas encontrou paralelo na

velocidade de suas respostas, eles também foram aqueles que primeiro responderam. Apesar de
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ndo termos quantificado este ultimo aspecto, sua presteza na devolucdo dos formularios foi

claramente sentida.

Tabela 3. Quadro comparativo da participacdo de cada Estado (#: nimero e %:
porcentagem do total) entre os pesquisadores a quem os formularios foram
enviados; entre os pesquisadores que devolveram os formularios; e entre autores
dos Resumos do 42° Congresso da Sociedade Brasileira de Genética.

Enviados Devolvidos Resumos
Estados
i % # % i %
Sao Paulo 35 43,8 20 60,6 143 45,7
Rio Grande do Sul 12 15,0 4 12,1 29 9,3
Parana 7 8.8 1 3,0 23 7.3
Amazonas 6 7,5 2 6,1 13 4.2
Rio de Janeiro 4 5,0 2 6,1 17 5,4
Minas Gerais 4 5,0 2 6,1 28 8,9
Pernambuco 4 5,0 0 0 18 5,6
Distrito Federal 3 3.8 2 6,1 7 2,2
Goias 2 2,5 0 0 6 1,9
Para 2 2.5 0 0 19 6,1
Santa Catarina 1 1,3 0 0 2 0,6
Tocantins 1 0,3
Paraiba 5 1,6
Maranhio 1 0,3
Bahia 1 0,3
TOTAL 80 33 313

4. CITOGENETICA

Ainda que na maioria das espécies o nimero cromossdmico seja constante, ha varias
espécies em que isto ndo ocorre. Normalmente, a variagdo numérica quando encontrada € fruto da
fusdo (ou fissdo) de cromossomos por seus centrdmeros — chamada de fusdo Robertsoniana — que
gera heterozigotos equilibrados (com todo o conjunto cromossdmico) e viaveis. Isto gera um
polimorfismo balanceado com a presenca na mesma populacdo de individuos com um ou dois
cromossomos a mais que aqueles com menor nimero (representando respectivamente os
heterozigotos para a translocag@o, e o homozigoto para os cromossomos separados); entretanto,
isto ndo ¢ obrigatorio. Evidentemente entre espécies ha variagdes de niimero além das devidas por
fusoes e fissdes Robertsonianas. Entre elas pode-se destacar as que sdo multiplas do complemento
basico de uma espécie (autopoliploidia) ou multiplas da soma dos complementos de duas espécies
(alopoliploidia). Deve-se notar que a poliploidia é importante mecanismo de especiacdo entre

angiospermas.
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Além das alteracoes de numero ha as alteragdes de estrutura. Pode-se destacar as
deficiéncias ou deleg¢des (perdas de pedacgo), as duplicagdes, as translocagdes (troca de pedagos
entre cromossomos nao homologos) e as inversdes (segmentos do cromossomo que estdo
invertidos). Numa série de organismos se tem encontrado variacdo nas populagdes naturais para
inversoes, isto €, a presencga de dois ou mais arranjos cromossdmicos em freqiiéncias ponderaveis.
Naturalmente, para que se possa detectar a presenga de inversdes € necessario que 0 Cromossomo
apresente marcadores ao longo de seu comprimento. Isto em geral ocorre quando se dispde de

material e/ou técnica favoraveis (cromossomos politénicos ou bandeamento).

Anélise dos Objetivos

Para a citogenética foram pré-definidas as seguintes op¢des de objetivos:

1. Caracterizagdo do padrao da(s) espécie(s);

. Descricdo da variagdo intrapopulacional;

. Comparagdes entre populacoes;

. Caracterizagao da variacdo geografica;

. Ocorréncias de clines e/ou correlagdes com o ambiente;

. Correlagdo de varidveis genéticas com variaveis morfoldgicas ou fisiologicas;
. Comparagdes interespecificas;

. Inferéncias filogenéticas;

O 0 3 O L B~ WD

. Outros (especifique).

Os itens 1 a 6 correspondem a um aumento progressivo de complexidade na caracterizagdo da
variabilidade genética intraespecifica partindo da pura descri¢do pela variacdo do padrao geral da
espécie até a tentativa de interpretacdo ou busca de significado adaptativo. Os itens 1, 7 e 8 s@o
também um gradiente de complexidade para o estudo da variagdo interespecifica, partindo da
caracterizacdo de cada espécie, as comparagdes entre espécies — em geral de natureza descritiva

apenas — e alcancando as inferéncias filogenéticas.

Metodos
Na citogenética foram sugeridos alguns métodos para serem selecionados:
1. Apenas contagem de cromossomos;
2. Cariotipo simples;
3. Banda C;
4. Banda G;
5. Fluorocromos A/T especificos (DA/DAPI);
6. Fluorocromos G/C especificos (CMA, MM);
7. Regido organizadora do nucléolo (NOR);
8

. Hibridizac¢3o in situ;
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9. Cromossomos Politénicos;
10. Outros (especifique):

Estes métodos podem ser divididos em trés categorias de complexidade e/ou quantidade de
informacao. Em primeiro lugar os itens 1 e 2 representam a obtencao de informagao mais simples.
A confecgdo do caridtipo pode ser muito informativa sobretudo para estudos com objetivos de
comparagdes interespecificas. Normalmente, examinam-se o nimero, o tamanho ¢ a forma dos
cromossomos — posicdo do centromero e/ou presenga e posi¢do de constrigdes — buscando
encontrar diferencas e semelhancas. A técnica € relativamente simples, parte-se de material
apropriado rico em divisdes celulares, mitoticas ou meidticas, por exemplo, ginglio cerebral de
dipteros; testiculos; medula dssea em roedores; ponta da raiz ou anteras em plantas. Este material
pode ser tratado com colchicina para enriquecimento do nimero de células em divisdo, ¢ ¢é
apropriadamente corado, esmagado e analisado ao microscopio.

Quando os cromossomos sdo tratados com 4cido e a seguir corados com Giemsa ha o
aparecimento de um padrdo de bandas claras e escuras ao longo dos cromossomos que ¢
consistente intraespecificamente — as bandas formadas passaram a ser chamadas Bandas G (veja
Fig 1). Este padrao ¢ o resultado da ligacdo preferencial do corante a algumas regides do
cromossomo. Acreditava-se, neste caso especifico, que as diferengas entre bandas claras e escuras
eram devidas & propor¢ao relativa de bases (ricas em G/C para as regides claras, ou A/T para
escuras). No entanto, atualmente pensa-se que provavelmente ¢ devido ao padrio de condensacao
do material cromossémico. Além do Giemsa, outros corantes t€m o mesmo comportamento,
ligando-se preferencialmente a regides diversas dos cromossomos. H4 a quinacrina (bandas Q) e
ha também fluorocromos que sdo especificos para regides ricas em A/T (DA/DAPI) e outros para
regides ricas em G/C (CMA, MM). Ha ainda coloracédo utilizando prata que permite evidenciar a
regido organizadora do nucléolo (NOR). Todas estas técnicas de bandeamento permitem subdividir
0 cromossomo em varias regides acrescentando portanto um grau maior de informagdo ao

cariotipo.
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Figura 1. Cariétipo humano com bandas G. (fonte: Denise Pontes Cavalcanti)

Em dipteros, por exemplo em Drosophila, em Sciara, ou em mosquitos, ocorrem
cromossomos politénicos. Eles estdo presentes em células em intérfase, e sdo o fruto de muitas
duplicagdes do DNA sem as divisdes celulares correspondentes, isto ¢, sem a separacdo das
crométides. A medida que este processo avanga, o numero de réplicas de DNA aumenta e os
cromossomos vao se tornando cada vez mais avolumados € com maior didmetro. Quando eles sdo
corados e observados ao microscopio verifica-se que eles apresentam um padrio de bandas tipico
(veja Fig. 2). Apesar de ser uma técnica muito simples e barata, o nimero de bandas dos
cromossomos politénicos ¢ muito maior que o obtido com as técnicas de bandeamento

mencionadas acima.
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Figura 2. Cromossomos Politénicos de Drosophila mediopunctata
(cromossomos II e IV)(fonte: Galina Ananina & Louis B. Klaczko).

O método de analise mais sofisticado da Citogenética — constituindo a terceira categoria —
¢ a hibridizagdo in situ. Aqui toma-se uma sonda de um segmento de DNA conhecido e
apropriadamente marcado (por fluorescéncia ou com is6topo radioativo). A sonda ¢ colocada em
contato com uma preparacgao na qual os cromossomos estdo levemente desnaturados. O tratamento
adequado do material garante a ligagdo especifica entre a sonda e o gene correspondente in situ. A
revelagdo permite a identificagdo do local onde o gene se encontra no cromossomo. Quando se usa

a fluorescéncia, a técnica ¢ chamada de “fluorescent in situ hybridization” (FISH).

Dados do Congresso da Sociedade Brasileira de Genética

Analisando o banco de dados criado com os Resumos do Congresso da SBG, encontramos:
7 fichas usando hibridizacdo in situ, 2 analisando cromossomos politénicos; 16 com bandeamento
com fluorocromos e 3 com bandeamento por enzimas de restricdo; 58 com algum outro tipo de
bandeamento (G, NOR, efc.); 40 com cariotipo simples; e 11 com apenas contagem dos
cromossomos; 4 com alguma outra metodologia e 28 ndo-informativas. Desta forma podemos
dizer que entre as respostas validas 36% correspondem a trabalhos em que se estd obtendo a
informagdo mais simples; 57% com técnicas envolvendo bandeamento (ou similares) que
fornecem um grau maior de informacao, e 6% técnicas que tém grau maximo de defini¢ao.

Quanto aos objetivos, encontramos 33 resumos ligados ao estudo da variagdo

interespecifica, sendo que 12 buscando fazer inferéncias filogenéticas e os 21 restantes apenas
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comparagdes entre espécies. O estudo da variacdo intraespecifica ficou caracterizado em 25
resumos, sendo que 18 sdo descrigdo da variagdo intrapopulacional e comparagdes entre
populagdes, 3 caracterizagdo da variagdo geografica e 4 buscando clines. No total 73 resumos
tinham por objetivo apenas descrever o padrdo de uma dada espécie; houve ainda 8 resumos com
outros objetivos (associagdo com elementos de transposi¢do, entre outros). Portanto, 52% dos
trabalhos tém objetivo estritamente descritivo e 17% tém objetivos interpretativos. As familias e

ordens estudadas de plantas e de animais estdo respectivamente nas Tabelas 4 e 5.

Tabela 4. Familias e Ordens de Plantas nos Resumos na Area de Citogenética.

DIVISAO ORDEM FAMILIA
Classe
Urticales Moraceae
Cannabaceae
Fabales Fabaceae
Geraniales Euphorbiaceae
ANGIOSPERMAE tha/es Malp{gh/aceae
Sapindales Sapindaceae
. Violales Passifloraceae
Dicotyled
icolyledonas Cucurbitales Cucurbitaceae
Myrtales Rhizophoraceae
Gentianales Apocynaceae
S . Convolvulaceae
crophulariales
Solanaceae
ANGIOSPERMAE Liliales Iridaceae
Monocotyledonae Arales Araceae

Dados de Respostas dos Pesquisadores

Analisando o banco de dados criado com as fichas preenchidas pelos pesquisadores que
foram devolvidas encontramos: 16 (38%) usando hibridizagdo in situ;, 6 (14%) analisando
cromossomos politénicos; 4 (10%) com bandeamento com fluorocromos e 12 (29%) com algum
outro tipo de bandeamento (G, NOR, C, R); 5 (12%) com caridtipo simples ou com apenas
contagem dos cromossomos.

Quanto aos objetivos 37 fichas estavam ligadas ao estudo da variagdo interespecifica,
sendo que 30 (81%) buscando fazer inferéncias filogenéticas e as 7 (19%) restantes apenas
comparagdes entre espécies. O estudo da variagdo intraespecifica ficou caracterizado em 5 fichas,
sendo que 2 descrevem a variagdo intrapopulacional e fazem comparagdes entre populagdes, ¢ as 3
outras buscando clines ou interpretagdes para o significado bioldgico da variagao encontrada.

As familias e ordens de animais que os pesquisadores relataram estudar estdo na Tabela 6.

Tabela 5. Familias e Ordens de Animais nos Resumos na Area de Citogenética.



FILO
Classe

Ordem

Familia

PLATYHELMINTHES
Turbellaria

Tricladida

Rhynchodemidae

ARTHROPODA
Insecta

Orthoptera

Gryllidae

Romaleidae

Phalangopsidae

Neuroptera

Chrysopidae

Myrmeleontidae

Lepidoptera

Gelechiidae

Heliconiidae

Nymphalidae

Pyralidae

Diptera

Culicidae

Drosophilidae

Sarcophagidae

Sciaridae

Tephritidae

Coleoptera

Bruchidae

Curculionidae

Loxoscelidae

Hymenoptera

Anthophoridae

Apidae

Eurytomidae

Formicidae

Vespidae

ARTHROPODA
Chelicerata

Araneae

Sicariidae

CHORDATA
Osteichthyes

Anguilliformes

Muraenidae

Characiformes

Characidae

Characidiinae

Curimatidae

Parontidae

Prochilodontidae

Gymnotiformes

Gymnotidae

Siluriformes

Pimelodidae

Trichomycteridae

Lophiiformes

Antennaridae

CHORDATA
Amphibia

Anura

Brachycephalidae

Bufonidae

Hylidae

Leptodactylidae

CHORDATA
Reptilia

Sauria

Gekkonidae

Gymnophthalmidae

Squamata

Polychrotidae

CHORDATA
Aves

Passeriformes

Emberizidae

Psittaciformes

Psittacidae

Tinamiformes

Tinamidae

25
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Tabela 5.(continuagao)

FILO Ordem Familia
Classe
. Didelphidae
Marsupialia Marmosidae
Mossolidae
Chiroptera Phyllostomidae
Mormoopidae
CHORDATA Primates Atel{dae
Caviidae
Mammalia Cricetida?e
Rodentia Dasyproctidae
Erethizontidae
Octodontidae
Sigmodontinae
Carnivora Canidae
Sirenia Trichechidae
Artiodactyla Tayassuidae

5. ISOZIMAS

A partir da década de 60 a eletroforese de proteinas passou a ser utilizada na Genética com
o objetivo de detectar variabilidade genética em populagdes (Harris, 1966; Hubby & Lewontin,
1966; Lewontin & Hubby, 1966). O principio basico da eletroforese ¢ colocar uma mistura de
proteinas que se quer analisar num suporte apropriado — papel, acetato de celulose, gel de amido,
gel de acrilamida — e submeté-la a um campo elétrico. Em fungdo de sua carga elétrica, as
proteinas vao migrar em direcdo a um dos eletrodos (veja Fig. 3). Sua migracdo sera tanto mais
rapida quanto maior for sua carga elétrica, menor seu tamanho e mais compacta sua conformagao.
Assim, na medida que as proteinas apresentam diferengas nestas caracteristicas elas migram
diferencialmente e, ao final de algum tempo, € possivel separa-las.

Depois da migracdo o gel ¢ corado ou revelado. Se a proteina estiver em grande
quantidade, como por exemplo a albumina no soro de mamiferos, um corante geral para proteinas
permite identificar sua localizagdo no gel. No entanto, no caso de enzimas que estdo em baixa
concentracdo no material usado a estratégia é diferente. Coloca-se o gel numa solugdo que contém
o(s) substrato(s) da rea¢do que a enzima catalisa. Colocam-se, também, corantes que se ligam a um
dos produtos da reacdo e que precipitam. Assim a presenga da enzima pode ser detectada pelo
aparecimento de uma mancha no gel que ¢ o resultado da precipitagdo do corante no local onde

ocorreu a reagdo (veja revisdo em Alfenas, 1998). Com esta técnica foi possivel verificar que ha
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grande variabilidade genética, isto é, para a mesma enzima ocorrem formas com diferentes

mobilidades eletroforéticas que sdo chamadas isozimas (veja Fig. 4).

Anélise dos Objetivos

Para as isozimas foram dadas as mesmas opg¢des dadas no formulario de Citogenética,

acrescidas apenas de “Caracterizacdo da estrutura populacional”.

Tabela 6. Familias e ordens de animais mencionadas pelos pesquisadores nos estudos em

Citogenética.
FILO ORDEM FAMILIA
Classe
Diptera Drosophilidae
ARTHROPODA Tephritidae
Insecta Hymenoptera Apidae
Y p Sphecidae
Anostomidae
Characidae
) Curimatidae
Characiformes -
Gasteropelecidae
Prochilodonthidae
CHORDATA Serri':rsa.lmldae
. ) Cichlidae
Osteichthyes Perciformes ——
Sciaenidae
. Gymnotidae
Gymnotiformes Sternopygidae
Callichthyidae
Siluriformes Loricariidae
Pimelodidae
CHORDATA Gekkonidae
- Squamata Gymnophthalmidae
Reptilia .
Tropiduridae
Passeriformes Emberizidae
Tinamiformes Tinamidae
CHORDATA Psicittaciformes Psittacidae
Aves
(um pesquisador consultado relatou
estudar todas as ordens de Aves).
Cricetidae
CHORDATA Rodentia Ech/my/dae
) Muridae
Mammalia ;
Chiroptera Molossidae
p Phyllostomidae
Artiodactyla Tayassuidae




Fenda (aplicagao das amostras)
Gel Ponte

Eletrodo

Cuba de tampao

Figura 3. Esquema descrevendo o procedimento de eletroforese (veja texto;

fonte: Solferini & Selivon, 2001).

Figura 4. Isozimas: Isocitrato desidrogenase de Cochliomyia hominivorax.
(fonte: M. L. Infante-Malachias & V. N. Solferini)
Metodos
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Atualmente, ha um nimero muito grande de técnicas a disposi¢do para ser usado. No

formulario, além do espago para acrescentar outras, ndés demos op¢ao para as seguintes proteinas:

proteinas totais; adenosina deaminase, aspartato amino transferase (glutamato oxalo acetato
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transaminase); fosfatase acida; aconitase; alcool desidrogenase; aldolase; aldeido oxidase; amilase;
catalase; esterase; fumarase; galactose desidrogenase; glicero-3-fosfato desidrogenase; glicose 6
fosfato desidrogenase; hidroxibutirico desidrogenase; hexoquinase; isocitrato desidrogenase;
leucino amino peptitase; lactato desidrogenase; malato desidrogenase; manose 6 fostato isomerase;
enzima malica; octanol desidrogenase; peptidase; peroxidase; 6 fosfogluconato desidrogenase;
fosfo glico isomerase; fosfoglucomutase; superoxido dismutase; transferrinas; xantina
desidrogenase. Neste caso uma enzima ndo € necessariamente mais informativa que a outra. Ha
diferencas de custo e também algumas enzimas (por exemplo, esterases) tendem a ser mais
variaveis, apresentando muitas bandas condicionadas por varios locos nos mais diversos
organismos.

Pediam-se, também, os seguintes numeros: total de sistemas analisados; total de locos;
total de individuos; minimo e méaximo de individuos por populacdo. Avise (1994) fazendo uma
revisdo de dados de heterozigosidade (variabilidade genética) publicados sobre 1803 espécies de
plantas e animais encontrou uma média de 20 locos por trabalho. Portanto, pode-se considerar que,
para trabalhos que pretendam medir variabilidade genética, um bom niumero de locos estudado seja
superior a 20. Entre 10 e 20 pode ser visto como razoavel e menor que 10, pequeno. Da mesma
forma, pode-se admitir que um nimero de sistemas acima de 20 ¢ excelente; entre 10 e 20, bom;

entre 5 e 10, razoavel; e até 5, pequeno.

Dados do Congresso da Sociedade Brasileira de Genética

Num total de 34 formularios com respostas validas foi relatado o uso de 132 sistemas, dos
quais os mais usados foram estdo na Tabela 7.

Dos 34 resumos, 11 tinham por objetivo estudar a variagdo interespecifica, dos quais
apenas 4 pretendiam fazer inferéncias filogenéticas. Dos 22 resumos restantes, 5 tinham por
objetivo a comparagdo de populagdes e todos os demais (representando 72%) sdo apenas
descritivos.

O numero de sistemas usado por trabalho foi em média 8,1, sendo que 9 (36%) com menos
de 5 sistemas; 9 (36%) entre 5 e 10; 6 (24%) usando entre 10 e 20; e apenas 1 (4%) mais de 20. O
numero médio de locos estudados por trabalho foi de 12,1 sendo 8 (42%) trabalhos analisando
menos de 10; 6 (32%) entre 10 e 20 locos; € 5 (26%) mais de 20 locos. Em média foram analisados
340 individuos, sendo que este nimero variou de 13 a 2120. O nimero médio de locos analisados
por trabalho, isto ¢, o produto “numero total de individuos” x “numero de locos” foi 3551 e variou

de 78 a 19646.

Tabela 7. Numero de vezes em que os varios sistemas de isozimas foram relatados nos Resumos
do Congresso e nas respostas dadas pelos pesquisadores.



RESUMOS | PESQUISADORES
Proteinas totais 3 0
Aspartato amino transferase (glutamato oxalo 4 9
acetato transaminase)
Fosfatase acida 5 9
Alcool desidrogenase 4 7
Esterase 16 14
Galactose desidrogenase 3 4
Glicero-3-fosfato desidrogenase 4 3
Glicose 6 fosfato desidrogenase 5 5
Hexoquinase 0 5
Isocitrato desidrogenase 12 13
Leucino aminopeptidase 6 10
Lactato desidrogenase 4 2
Malato desidrogenase 13 12
Enzima malica 9 9
Peptidase 0 7
Peroxidase 6 2
Fosfogluconato desidrogenase 2 6
Fosfo glico isomerase 11 9
Fosfoglucomutase 14 13
Superoéxido dismutase 4 2
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As familias e ordens de plantas e animais relatadas nos resumos estdo nas tabelas 8 ¢ 9,

respectivamente.

Tabela 8. Familias e Ordens de Plantas nos Resumos para Isozimas.
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DIVISAO ORDEM FAMILIA
Classe
Asterales Asteraceae
Cactales Cactaceae
ANGIOSPERMAE Rosales Leguminosae
Rutales Meliaceae
_ Sapindales Anacardiaceae
Dicotyledonae Lecythidaceae
Myrtales
Melastomataceae
Gentianales Plocospermataceae
ANGIOSPERMAE .
Graminales Poaceae
Monocotyledonae

Tabela 9. Familias e Ordens de Animais nos Resumos para Isozimas.

FILO Ordem Familia
Classe
MOLLUSCA ey
Gastropoda Mesogastropoda Littorinidae
Diptera Culicidae
p Tephritidae
ARTHROPODA Hymenoptera Ap ld.ae
Insecta Vespidae
Lepidoptera Pieridae
Acrididae
Orthoptera Romaleidae
) Anostomidae
Characiformes Characidae
CHORDATA Loricari;'dae
Osteichthyes Siluriformes Pimelodidae
Cypriniformes Anostomidae
CHORDATA )
Columbiformes
Aves
CHORDATA ) Rodentia Cricetidae
Mammalia

Dados de Respostas dos Pesquisadores

Num total de 17 formularios com respostas validas foi relatado o uso de 180 sistemas, os
mais usados estdo na Tabela 7 (note que o nimero maximo possivel & 17):

Dos 17 formularios recebidos, 10 tinham por objetivo estudar a variagdo interespecifica,
dos quais metade pretendia fazer inferéncias filogenéticas ¢ metade comparagdes entre espécies.
Dos 7 restantes, 5 tinham por objetivo estudar a estrutura de populagdes, ou buscar clines, ou

correlagdo com varidveis ambientais, enquanto apenas 2 eram apenas descritivos.
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O ntimero de sistemas usado por trabalho foi em média 11,3, sendo que 2 (11%) com até 5
sistemas; 5 (33%) usando entre 5 e 10; e 9 (50%) entre 10 e 20. O ntimero médio de locos
estudados por trabalho foi de 20; sendo 9 trabalhos analisando de 10 até 20 (inclusive), e 7
analisaram 20 ou mais locos. Em média foram analisados 539 individuos, sendo que este nlimero
variou de 100 a 1516. O nimero médio de locos analisados por trabalho, isto €, o produto “nimero
total de individuos” x “numero de locos” foi 9016 e variou de 1000 a 21000.

As familias e ordens de plantas e animais relatadas pelos pesquisadores nos estudos de

isozimas estdo nas tabelas 10 e 11, respectivamente.

Tabela 10. Familias e ordens de Plantas mencionadas pelos pesquisadores nos estudos em

Isozimas.

DIVISAC ORDEM FAMILIA

Classe
ANGIOSPERMAE Asterales Asteraceae
Dicotyledonae Cactales Cactaceae

Sapindales Anacardiaceae

ANGIOSPERMAE

Monocotyledonae Orchidales Orchidaceae

Tabela 11. Familias e ordens de Animais mencionadas pelos pesquisadores nos estudos em

Isozimas.
FILO Ordem Familia
Classe
MOLLUSCA Mesogastropoda, Littorinidae,
Gastropoda| Archaeogastropoda Patellidae
Calliphoridae,
Drosophilidae
ARTHROPODA Diptera Oestridae,
Insecta Muscidae
Tephritidae
Homoptera Aphididae
Lepidoptera Nymphalidae
CHORDATA Rodentia Ctenomyidae
Mammalia Carnivora Canidae

6. GENETICA MOLECULAR
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Praticamente todos os métodos da Genética Molecular empregam as enzimas de restri¢ao.
Cada uma destas enzimas reconhece um dado segmento de 4, 5 ou 6 bases do DNA (por exemplo,
a enzima EcoR1 reconhece a seqiiéncia GAATTC) e corta-o num lugar especifico. Sao estas duas
propriedades, a localizagdo e o corte especificos, que tornam as enzimas de restrigdo um poderoso
instrumento nas técnicas de DNA recombinante.

Antes de ser propriamente analisado, o DNA precisa ser extraido e preparado. E possivel
analisar genes que estdo representados em coOpia Unica no genoma — ou em amostras de DNA
heterogéneo — a partir diretamente das extragdes de DNA através da técnica de “Southern blot”.
Porém, ha atualmente, cada vez mais a tendéncia de usar duas abordagens que sdo bastante
comuns. A primeira consiste na utilizagdo de material que ja se encontra em boa quantidade —
porque esta repetido no genoma — ou DNA que ¢ relativamente facil de isolar — por estar numa
organela —, por exemplo, o rDNA e o DNA mitocondrial, respectivamente. A segunda consiste na
amplificacdo do segmento que se deseja estudar (por exemplo, com a técnica de PCR),
enriquecendo-o em relacdo ao restante do DNA da célula . Elas tém sobretudo a vantagem de
permitir estudos com cada individuo isoladamente — mesmo que sejam de espécimens muito
pequenos.

A técnica para a purificagdo do DNA mitocondrial (mtDNA) estd descrita didaticamente
em Avise (1994). Em primeiro lugar faz-se a dissec¢do ¢ homogeneizagao dos tecidos dos quais
pretende-se obter o material. A seguir este homogenato ¢ centrifugado, em baixa velocidade para
remover os nucleos e restos celulares. Faz-se nova centrifugagdo, agora em velocidade mais alta,
para isolar as mitocondrias, que a seguir sao lavadas e lisadas. Este material é centrifugado num
gradiente de cloreto de césio e a banda de mtDNA ¢ removida com cuidado. Este mtDNA
purificado entdo pode ser utilizado para analise — com digestdo por enzimas de restri¢do, marcagdo
radioativa, eletroforese e revelagdo — ou para a preparagdo de sondas para a detec¢do de mtDNA
em amostras heterogéneas. Ha varias alternativas a este método (que ndo serdo discutidas aqui),
sobretudo no que tange a centrifugacdo em gradiente de cloreto de césio, que é um processo
demorado.

Outro método que merece especial atencdo ¢ o PCR (“polymerase chain reaction” —
reacdo em cadeia da polimerase) que tem por objetivo a amplificagdo de um segmento especifico
de DNA (ou um gene) a partir de uma mistura heterogénea — por exemplo, um isolado total do
DNA de células de um organismo. Isto leva a um conseqiiente enriquecimento do DNA desejado
na mistura original. A descri¢do a seguir ¢ um resumo ¢ adaptagdo daquela dada por Matioli &
Passos-Bueno (2001).

Na técnica de PCR (Fig. 5), empregam-se uma mistura heterogénea de DNA da qual se

deseja amplificar um segmento, e “primers”, seqliéncias de aproximadamente 20 a 30
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Figura 5. Técnica de PCR. A) Em primeiro lugar desnatura-se o DNApor calor,
isto é, separam-se suas duas cadeias; B) Baixada a temperatura os “primers” se
ligam especificamente ao DNA alvo; C) a enzima Taq polimerase elonga a cadeia

de DNA a partir dos “primers” (fonte: Matioli e Passos-Bueno, 2001).

nucleotideos de comprimento, que t€ém similaridade com as regides flanqueadoras do segmento
alvo. Os primers podem ter sido obtidos a partir de outro individuo da mesma espécie ou até de
outra espécie proxima. O primeiro passo no PCR ¢ o isolamento do DNA, que logo, ¢ desnaturado
— separam-se as duas fitas complementares — por calor (Fig. 5A). A seguir, baixando a
temperatura, anelam-se os primers as regioes flanqueadoras do segmento a ser amplificado (Fig.
5B). E, a enzima Tagq polimerase (que ¢ termicamente estavel) promove a extensdo dos primers de
forma complementar a regido alvo (Fig. 5C). Este processo de denaturagdo, anelamento, extensao
¢ entdo repetido por varios ciclos (Fig. 6). Em cada ciclo o segmento alvo ¢ aproximadamente
duplicado. Ao final de 20 ciclos o produto envolve uma quantidade com esmagadora maioria do
segmento de DNA que se queria amplificar. Este material, pode entdo ser analisado.

O RAPD (“random amplified polymorphic DNA”) é uma técnica que usa estratégia
semelhante a do PCR. S6 que aqui tomam-se primers pequenos, em que ndo se conhecem a priori
os segmentos que flanqueiam. Assim sdo gerados segmentos de tamanho variavel que podem ser
visualizados como bandas polimorficas em géis de eletroforese.

A técnica de analise mais informativa, sem duvidas, ¢ o seqiienciamento do DNA.

Atualmente, ja ha automagdo e seu custo estd razoavelmente baixo. Existem dois métodos
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disponiveis: Maxam-Gilbert e Sanger. Este ultimo, no entanto, ¢ o mais usado — por isto so ele

30 ciclo ‘

Figura 6. Técnica de PCR. Trés primeiros ciclos da reacdo de PCR mostrando sua
natureza exponencial. No primeiro ciclo a quantidade de DNA alvo ¢ duplicada,
no segundo ¢ quadruplicada e no terceiro ciclo ha oito vezes mais DNA alvo.

(fonte: Matioli e Passos-Bueno, 2001).

sera descrito (Fig. 7). O segmento de DNA que se quer seqiienciar ¢ desnaturado em fita simples e
misturado a um primer que se sabe ser homologo. Esta mistura é dividida em 4 subamostras. Em
cada uma delas ha uma enzima (a DNA polimerase) que promovera a extensdo dos primers usando
os 4 deoxinucleotideos acrescentados, sendo um deles marcado radioativamente para posterior
revelagdo. Mas, ha também um tipo (diferente em cada uma das subamostras) de
dideoxiribonucleotideo (ddATp, ddCTp, ddGTp, ddTTp) que devido a sua estrutura quimica
interrompe a extensdo. A técnica baseia-se na idéia de que a extensdo vai se dando até que ocorre a
incorporagdo — aleatéria — de um dinucleotideo, quando ela ¢ interrompida. Ao fim da reag@o sdo
gerados fragmentos de DNA de diversos tamanhos, correspondendo aos locais onde foram
incorporados cada dideoxiribonucleotideo — que ¢ diferente em cada uma das subamostras. Uma
eletroforese posterior colocando as quatro subamostras lado a lado permite ver onde as reagdes
foram interrompidas e por extensdo a seqii€ncia do DNA.

Para o seqiienciamento automatico usa-se a mesma estratégia. Porém o fragmento a ser

seqiienciado ¢é inserido num plasmideo (m13), e por isto pode-se usar o primer universal M13 em
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cada uma das reagdes. Além disto acrescentam-se nucleotideos ou dideoxinucletideos marcados
com fluorocromos que emitem luzes de cores diferentes quando excitados por um feixe de laser.
Assim os produtos das quatro reagcdes podem correr numa Unica raia. Depois de submetidos a
eletroforese passam diante de uma fonte de raios laser , e a luz que emitem ¢ detectada por um
fotomultiplicador, que serd analisada e interpretada pelo computador que a traduzira na forma de

seqiiéncia.

by o s
‘-
1]

Leit -— -
e - _ e CGACTGACTAGTG
- ) Sedquéncia obtidé

Figura 7. Esquema descrevendo a técnica de seqiienciamento de DNA. (fonte:
Dra. Enilza Maria Espreafico, Apostila da disciplina “Genética Molecular e
Tecnologia do DNA recombinante” do curso de Medicina da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto — USP, disponivel on [line na pagina:
http://morpheus.fmrp.usp.br/td/apostila.php, e para download em:
http://morpheus.fmrp.usp.br/td/download _apostila.php )
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| 1 DNA
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Figura 8. Esquema descrevendo a técnica de seqiienciamento automatico de DNA. As
reacdes com os diferentes dideoxinucleotideos sdo realizadas em um plasmideo M13,
no qual encontra-se clonado o fragmento de DNA a ser sequenciado. Cada uma das
misturas de reagdo contém o primer universal M13 marcado com um fluorocromo
diferente. Os produtos de reacdo sdo agrupados e submetidos a eletroforese em uma
Unica raia de gel de sequenciamento, no sequenciador automatico. A medida que os
fragmentos passam pelo feixe de laser, os fluorocromos séo excitados e a luz emitida €
detectada por um fotomultiplicador. Esta informagéao ¢ traduzida na forma de sequéncia
através de um computador. (fonte: Dra. Enilza Maria Espreafico, Apostila da disciplina
“Genética Molecular ¢ Tecnologia do DNA recombinante” do curso de Medicina da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP, disponivel on line na pagina:
http://morpheus.fmrp.usp.br/td/apostila.php, e para download em:
http://morpheus.fmrp.usp.br/td/download apostila.php )

Anélise dos Objetivos e Métodos
A ficha para a Genética Molecular continha as mesmas opg¢des de objetivos que a ficha de

1sozimas.
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Em relacdo aos métodos eram oferecidas as seguintes alternativas (além de espago para
outros):
1. RFLP;
2. PCR-RFLP;
3. RAPD;
4. Microssatélites;

5. Seqiienciamento.

O formulario solicitava também a descricdo da origem do material, se mtDNA; cpDNA;
ou DNA gendémico; e deixava espago (caso fosse pertinente mencionar o gene — ou a regido de

DNA - analisado).

Dados do Congresso da Sociedade Brasileira de Genética

Dos 38 resumos com respostas informativas, 20 (53%) usaram como método o
seqiienciamento, que ¢ a técnica mais sofisticada e informativa da Genética Molecular; 4 (13%)
trabalharam com RFLP ou microssatélites; 4 com outras técnicas e 9 (24%) com RAPD (a menos
informativa das técnicas). Dos 40 trabalhos 1 usou DNA mitocondrial ¢ nuclear, 25 s6 nuclear, 13
DNA mitocondrial e 1 DNA de cloroplasto. Dos 20 trabalhos de seqiienciamento, 7 usaram o gene
da citocromo oxidase da mitocondria.

A analise dos objetivos dos trabalhos revelou que 23 se propunham a estudar a variacdo
interespecifica, sendo 19 (83%) para inferéncias filogenéticas; 7 caracterizagdo de estrutura de
populagdes ou correlagdo com varidveis ambientais ou outros; 10 (25%) objetivos mais

descritivos. As familias e ordens de plantas e animais mencionadas estdo nas Tabelas 12 ¢ 13.

Tabela 12 . Familias e Ordens de Plantas nos Resumos de Genética Molecular.

DIVISAG ORDEM FAMILIA
Classe
Rosales Leguminosae
ANGIOSPERMAE Geraniales Euphorbiaceae
Dicotyledonae Sapindales Anacgrdiaceae
Violales Passifloraceae
ANGIOSPERMAE Liliales Iridaceae
Monocotyledonae

Tabela 13. Familias e Ordens de Animais nos Resumos de Genética Molecular.

FILO ORDEM FAMILIA
Classe
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: Calliphoridae
Diptera Drosophilidae
ARTHROPODA Insecta Hymenoptera Apidae
Lepidoptera Nymphalidae
Orthoptera
ARTHROPODA Acari Tenuipalpidae
Chelicerata
CHORDATA Characiformes Anostomidae
Osteichthyes Characidae
CHORDATA e
Psittaciformes
Aves
Atelidae
Primates Callitrichidae
CHORDATA Cebidae
Mammalia C?vuqae
Cricetidae
Rodentia Dasyproctidae
Echimyidae
Erethizontidae

Dados de Respostas dos Pesquisadores

Dos 24 formularios retornados, 17 (74%) usaram o seqiienciamento; 4 (17%) RFLP ou
microssatélites; 2 outras técnicas e 1 (4%) apenas RAPD. Do total de 24 trabalhos, 7 usaram DNA
mitocondrial e nuclear, 12 s6 DNA mitocondrial e 5 s6 nuclear, ou seja mitocondrial em 19 vezes
(79%) e nuclear 12 vezes (50%). Dos 17 trabalhos de seqiienciamento, 6 (35%) usaram o gene do
citocromo B da mitocdndria.

Os objetivos expressos nos formularios preenchidos pelos pesquisadores eram: 18 (75%)
sobre variagdo interespecifica, sendo todos para inferéncias filogenéticas; 2 (8%) para
caracterizacdo de estrutura de populagdes ou correlagdo com variaveis ambientais ou outros; e, 4
(17%) objetivos mais descritivos.

As familias e ordens dos Animais relatados pelos pesquisadores nos estudos de Genética

Molecular estdo na Tabela 14. Para as plantas apenas a familia Cactaceae foi citada.

7. CARACTERISTICAS QUANTITATIVAS

Quanto mais nos aproximamos do fendtipo, mais nos afastamos do genotipo. A selegdo
natural atua sobre o fendtipo, mas sé € efetiva em propor¢ao direta a variancia genética.

A maior parte da variagao fenotipica ¢ de natureza continua, normalmente determinada por
muitos fatores — genéticos e ambientais. Estas caracteristicas sdo freqlientemente chamadas de
quantitativas, ou de determinag@o multifatorial ou poligénica. Mas, ha também as caracteristicas
fenotipicas que apresentam variacdo qualitativa ou descontinua: sdo aquelas que tipicamente

deram origem a Genética Mendeliana. Quando numa populacido encontramos duas ou mais formas
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de uma caracteristica ela ¢ chamada de polimoérfica. Os caracteres nao-moleculares polimorficos
sdo minoria quando comparados aos de determinagdo multifatorial. No entanto, a distin¢do entre as
duas categorias ¢ muitas vezes dificil ou quase arbitraria. Fizemos uma ficha diferente para cada
caso. Como esperado, as respostas para polimorfismo foram em muito menor nimero. Além disto,
houve vezes que os pesquisadores responderam na ficha de polimorfismo o que nos parecia dever
estar na ficha de caracteres quantitativos ou em Citogenética — 0 que ndés mesmos tentamos
corrigir. Isto revela que as instrugdes

para o preenchimento destas fichas ndo foram

suficientemente inequivocas.

Tabela 14. Familias e ordens de animais mencionadas pelos pesquisadores nos estudos de Genética

Molecular.
FILO ORDEM FAMILIA
Classe
PLATYHELMINTHES . .
Cestoda Cyclophyllidea Taeniidae
Calliphoridae
Drosophilidae
ARTHROPODA Diptera Oestrl_dae
Insecta Muscidae
Tephritidae
Hymenoptera Apidae
Lepidoptera Nymphalidae
Characidae
CHORDATA Characiformes Erithrynidae
Osteichthyes Prochilodontidae
Serrasalmidae |
CHORDATA .
Reptilia Squamata Viperidae
Ciconiifomes Threskiornithidae
CHORDATA Pe/gcaq/formes Syhdge
Aves Psittaciformes Psittacidae
Galliformes Cracidae
Piciformes Ramphastidae
Marsupialia Didelphidae
CHORDATA P Rodentia Echimyidae
Primates Callitrichidae

Para as caracteristicas quantitativas ¢ importante determinar a herdabilidade — a propor¢ao
da variabilidade fenotipica que ¢ genética — visto que a resposta a selegdo ¢ diretamente
proporcional a ela. A herdabilidade pode ser estimada usando-se o grau de correlagdo entre
aparentados. Por exemplo, o coeficiente angular da reta de regressdo do valor da média dos filhos
sobre os valores médios de seus pais estima a herdabilidade de uma caracteristica numa populacéo.

Ha outras formas de fazer estimativas da herdabilidade, entre elas a seleg@o artificial.

Neste caso, porém, uma vez conseguidas estirpes que diferem muito — divergiram muito — no valor
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do carater pode-se também estimar o numero minimo de fatores genéticos (genes) que o
determinam.

Com auxilio das técnicas da Genética Molecular revelou-se uma enorme variedade
genética nas populagdes. Isto teve a conseqiiéncia pratica de colocar a disposicao de pesquisadores
um sem numero de marcadores genéticos. Obtendo-se estirpes que estejam muito diferenciadas
para um determinado carater pode-se localizar os locos responsaveis por sua determinagdo (QTL:
“quantitative trait loci”). Para isto realizam-se cruzamentos apropriados entre as estirpes e faz-se
uma analise simultdnea do carater ¢ de marcadores genéticos. Este é provavelmente o objetivo
mais sofisticado da moderna Genética Quantitativa. Mais que isto, ele permite unir dois campos
que até recentemente estavam separados: a Genética Molecular e a Genética Quantitativa.

As caracteristicas quantitativas sdo tipicamente influenciadas pelo genétipo e pelo
ambiente. Assim, a determinagdo da influéncia de fatores ambientais torna-se importante na
compreensdo da variacdo encontrada. A forma mais simples — mas, ndo a Unica — de alcangar este
objetivo ¢ efetuar a analise de estirpes endocruzadas em experimentos em condigdes ambientais
controladas.

Alguns dos usos mais diretos das caracteristicas quantitativas sdo: a analise da variagao
geografica e as comparagdes interespecificas buscando a simples descricdo de diferengas ou
fazendo inferéncias filogenéticas e estudos de hibridos. Nestes casos normalmente utilizam-se
varios caracteres simultaneamente. Para resumir, condensar ou tornar possivel a analise usam-se
métodos estatisticos multivariados. Dentre eles podem-se destacar a andlise de componentes

principais (PCA) e a analise discriminante.

Anaélise dos Objetivos
No formulario de Caracteres Quantitativos os seguintes itens foram colocados como opcao
para os objetivos do trabalho:
1. Determinar herdabilidade;
2. Estimar niimero de fatores que determinam padrao de heranga;
3. QTLs;
4. Influéncia de fatores ambientais;
5. Caracterizar variago intrapopulacional,
6. Estudar variagdo geografica;
7. Comparagdes entre espécies;

8. Inferéncias filogenéticas e estudos de hibridos.

Meétodos
As seguintes opgoes de métodos foram apresentadas na ficha para caracteres quantitativos:

1. Correlagdes entre aparentados;
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2. Selecdo artificial;
3. Correlagdo com marcadores genéticos;
4. Analise de estirpes endocruzadas;
5. Analises estatisticas multivariadas (PCA, discriminante, etc.);
6. Experimentos em condi¢gdes ambientais controladas;
7. Correlagdo com variaveis ambientais.
Além disso o formulario solicitava que fosse mencionado o tipo de carater: morfolégico;

comportamental; fisiologico; (outros). Solicitava também a listagem dos caracteres estudados.

Dados do Congresso da Sociedade Brasileira de Genética

Nos Resumos do Congresso da SBG encontramos 22 dedicados a analise de caracteres
quantitativos. Destes, 3 tinham por objetivo determinar a herdabilidade; 4 caracterizar a variacdo
intrapopulacional; 2 estudar a variagdo geografica; 2 comparagdes entre espécies; 2 inferéncias
filogenéticas; e 3 determinar a influéncia de fatores ambientais.

Entre os resumos examinados 11 (50%) usaram andlises estatisticas multivariadas, 4
fizeram experimentos em condi¢des ambientais controladas e 2 a analise de estirpes endocruzadas.

Os caracteres estudados foram: 15 morfologicos (incluindo medidas da asa em insetos ou tamanho

de plantas); 8 fisiologicos incluindo componentes da tabela de vida (velocidade de

desenvolvimento, fecundidade, viabilidade) e aspectos diversos da biologia do organismo.

As familias e ordens de plantas e animais relatadas nos resumos estao nas tabelas 15 e 16,

respectivamente.

Tabela 15. Familias e Ordens de Plantas nos Resumos na Area de Caracteristicas

_ Quantitativas.
DIVISAO ORDEM FAMILIA
Classe
ANGIOSPERMAE Ro§a/es Legumlﬁosae
Sapindales Anacardiaceae
Dicotyledonae Malvales Sterculiaceae
Scrophulariales Bignoniaceae

Tabela 16. Familias e Ordens de Animais nos Resumos na Area de Caracteristicas

Quantitativas.
FILO ORDEM FAMILIA
Classe
ARTHROPODA Coleoptera Cantharidae
Insecta Sciaridae
, Drosophilidae
Diptera Phoridae
Tephritidae
Hymenoptera Apidae




Chalcididae

Lepidoptera

Nymphalidae

Dados de Respostas dos Pesquisadores

Nas 20 fichas preenchidas pelos pesquisadores consultados, 10 relataram ter como objetivo
a analise interespecifica, sendo: 7 para inferéncia filogenética e estudo de hibridos e 3 para
comparagdo entre espécies. Das outras 10 relacionadas a estudos intraespecificos: 4 pretendiam

estimar a herdabilidade; 5 eram descritivas (variagdo intrapopulacional ou geografica); e 1

pretendia estudar o significado bioldgico.

Dos métodos relatados, 9 eram de correlagao entre aparentados, selegdo artificial ou uso de
marcadores; 4 analise de estirpes ou experimentos em condi¢des controladas ou correlagdes com
variaveis ambientais. Finalmente, 12 trabalhos usaram analise multivariada. Dos caracteres

estudados, 17 eram morfologicos, 1 comportamental e 2 fisiologicos.

A lista das familias e ordens de animais estudados estd na Tabela 17. Para as plantas

apenas a familia Anacardiaceae foi relatada.

Tabela 17. Ordens e Familias de Animais Relatadas pelos Pesquisadores nos Estudos de

Caracteristicas Quantitativas.

FILO

ORDEM FAMILIA
Classe
Diptera D;_os%p {Z{Zdae
ARTHROPODA epnmaas
I Homoptera Aphididae
nsecta -
Hymenoptera Apidae
Lepidoptera Nymphalidae
MOLLUSCA s
Gastropoda Mesogastropoda Littorinidae
CHORDATA Psittaciformes Psittacidae
Aves
CHORDATA Rodentia Sigmodontinae
Mammalia Echimyidae

8. POLIMORFISMOS

Quando se estuda um polimorfismo, em geral, a primeira questdo que se tenta responder é

o modo de heranga, através dos cruzamentos apropriados.



44

Anélise dos Objetivos e Métodos
Para caracterizar os estudos de polimorfismos coloquei na ficha espacgo para resposta aos
objetivos e métodos simultaneamente, com os seguintes itens:
1. Determinagdo do modo de heranga;
. Influéncia de fatores ambientais;
. Distribui¢do geografica e comparagdes entre populagoes;
. Ocorréncias de clines e/ou correlagdes com o ambiente;

. Correlagdo de com variaveis genéticas, morfologicas ou fisiologicas;

AN N B~ W N

. Determinag@o de possivel significado biologico;
7. Comparag0es e/ou diferengas entre espécies.

Além disto solicitamos a mengdo do carater estudado.

Nos Resumos do Congresso da SBG encontramos 4 ligados ao estudo de polimorfismo
sendo que todos pretendiam determinar modo de heranca; 1 a influéncia de fatores ambientais; 1 a
distribuigdo geografica e comparagdo entre populagdes; ¢ 2 determinar o possivel significado
biolégico do polimorfismo. Os caracteres envolviam a determinacdo sexual e padrdes de cores.

Entre as fichas preenchidas pelos pesquisadores, 4 no total, 3 pretendiam determinar o
modo de heranca, 1 estudar a influéncia de fatores ambientais, 1 determinar o possivel significado
biologico e 2 verificar diferengas entre espécies.

As caracteristicas estudadas foram: propor¢do sexual; tamanho do cromdmero; e
parametros morfoldgicos para o dimorfismo sexual. Os estudos foram realizados com insetos das
Ordens Diptera (Sciaridae), e Hymenoptera (Meliponinae, abelhas sem ferrdo) e Aves

(Ramphastidae, tucanos).

9. CONCLUSOES

O desenvolvimento de um trabalho como este encontra naturalmente dificuldades. A
primeira delas é obter uma boa taxa de retorno dos formularios enviados. Desde o inicio
delineamos o trabalho levando isto em conta. Assim, utilizamos os Resumos do Congresso como
uma fonte complementar. Além disto, para melhorar a taxa de retorno enviamos, primeiro, por
correio o material de consulta aos pesquisadores. Na auséncia de resposta, mandamos um e-mail
com formulérios anexados refor¢ando o pedido. No final conseguimos obter um retorno de 33 dos
80 formularios enviados (41%). Esta taxa de retorno ¢ bastante satisfatoria para este tipo de
consulta — freqiientemente consegue-se algo em torno de 10%.

Finalmente, para suprir falhas ¢ melhorar o grau de certeza de que as grandes lacunas

encontradas eram reais e ndo devido a dados insuficientes, consultamos o Biological Abstracts
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(1998 e 1999) e o Zoological Record (vols. 122 a 135). Fizemos um levantamento bibliografico
para os principais grupos de plantas e animais usando palavras-chaves apropriadas para a detecgao
da existéncia de pesquisas em biodiversidade genética no Brasil.

A maior dificuldade que encontramos foi a caracterizacdo das informagdes do ponto de
vista biogeografico. As informagdes que conseguimos foram muito heterogéneas e pouco
completas ou imprecisas (por exemplo, alguns pesquisadores responderam “América Latina” ou
“Brasil” como localidades de coleta). Isto impede qualquer tentativa de quantificacdo e quase
impossibilita a analise. Ainda assim € possivel examinar os dados qualitativamente, olhando os
estados do Brasil de forma global. Mas, ha que ser cauteloso quanto as conclusdes.

Desta forma podemos apontar Sdo Paulo, Minas, Rio Grande do Sul, Mato Grosso do Sul,
Rio de Janeiro e Pard como os estados mais estudados. Semelhantemente, avaliamos, de maneira
geral o litoral (Mata Atlantica, rios costeiros, bacia do Parand), a regido amazodnica (Floresta e
Bacia Amazodnicas), ¢ o cerrado — em Sdo Paulo, Minas ¢ Mato Grosso do Sul — como melhor
estudados. Ha trabalhos no Pantanal, mas sdo menos intensos. Finalmente, as regides que nos
parecem ser menos estudadas — ainda que sejam citadas — sdo a Caatinga e principalmente a regiao
central, Goias, Mato Grosso e Tocantins.

Examinando o conjunto geral dos dados, resumos e respostas dos pesquisadores, vemos
que os taxons mais estudados entre os animais sdo: os insetos — principalmente os dipteros e
himendpteros —, os peixes, os mamiferos — em especial, os roedores e os primatas — e as aves. Nas
plantas ha uma clara concentragdo em dicotileddneas (énfase em orquideas e cactos).

As maiores lacunas entre as plantas sdo as briofitas (musgos e hepaticas), as pteridofitas
(samambaias) e as gimnospermas (pinheiros, entre outras) que ndo estdo citadas em nenhum dos
conjuntos de dados (resumos ou consulta a pesquisadores). Da mesma forma a pesquisa
bibliografica no Biological Abstracts ¢ infrutifera na detec¢do de trabalhos sobre biodiversidade
genética no Brasil nestes taxons.

Ja para os animais, as grandes lacunas sdo os equinodermas (ouricos e estrelas-do-mar);
anelideos (minhocas) e os cefalopodes e pelecipodes entre os gastropodes. Mas, mesmo entre
taxons bem estudados como os mamiferos nota-se a total auséncia de felideos (gatos em geral).
Para todos estes grupos nenhum trabalho se encontra referenciado no Zoological Record sobre
biodiversidade genética no Brasil. Finalmente, entre os insetos ndo encontramos em nossos dados
citagdo aos hemipteros (percevejos), ainda que no Zoological Record haja muitas referéncias de
trabalhos com reduviideos (a familia dos barbeiros).

O processo de coleta de informagdes para a preparacdo deste trabalho foi duplo: a
utilizagdo de resumos de Congresso da SBG e a consulta a pesquisadores. E dificil estabelecer a
priori qual dos dois conjuntos de dados melhor representa a comunidade cientifica brasileira. E,
sobretudo em que medida refletem o estado atual do conhecimento sobre biodiversidade genética.

Cada um deles tera seus viéses.
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Uma fonte de viés que nosso trabalho deixa clara ¢ a taxa de resposta dos pesquisadores
das diferentes regides do Pais. Isto provavelmente tem um interesse que vai além do puro artefato
estatistico. Ainda que seja uma especulagdo, cremos que vale a pena refletir se, o que estamos
detectando ¢ um reflexo de diferentes graus de profissionalismo nas comunidades cientificas. Os
pesquisadores paulistas estdo acostumados a lidar com entidades financiadoras como a FAPESP
que tém prazos e exigéncias, mas que também os apoiam sistematicamente. Talvez isto lhes faca
responder prontamente e dar maior valor a divulgacao de seu proprio trabalho.

Outra fonte de viés foi o fato dos pesquisadores consultados serem o que ha de melhor no
Pais. Assim, estes dados superestimam a qualidade do que se faz. No entanto, eles estardo
sinalizando provavelmente nosso limite superior.

Quando comparamos os resultados dos dois conjuntos de dados, verificamos que ¢ isto que
de fato ocorre. Na Citogenética, apenas 6% dos Resumos da SBG mostrou empregar técnicas de
hibridizagdo in situ ou cromossomos politénicos, enquanto 36% eram cariotipo simples ou apenas
contagem de cromossomos, isto ¢, as técnicas mais simples sdo mais usadas que as mais
sofisticadas. Nas respostas dos pesquisadores este padrao estd invertido: 52% e 12% para as duas
técnicas, respectivamente. De qualquer forma, a maior parte dos trabalhos ja usa técnicas com
algum grau de sofisticagcdo — ao menos algum tipo de bandeamento.

Semelhantemente, a maioria dos resumos tinha objetivos estritamente descritivos (52%)
enquanto que este niumero se reduz nas fichas preenchidas pelos pesquisadores (30%). Mais que
isto, a propor¢do de trabalhos buscando fazer inferéncias filogenéticas — ao invés da simples
comparacdo entre espécies — na analise da variacdo interespecifica, aumenta de 36% para 81% nos
dois conjuntos de dados.

Nos estudos de isozimas o mesmo padrdo aparece: nos resumos da SBG o nlimero médio
de locos analisado é 12,1; sendo que 42% dos trabalhos analisaram menos de 10 locos. Nas
respostas dadas pelos pesquisadores o niimero médio de locos analisado ¢ 20 — alids, este €
exatamente o mesmo valor para o nimero médio de locos na revisdo feita por Avise (1994)! — e
todos relataram usar pelo menos 10 locos.

Para a Genética Molecular, 50% dos resumos da SBG relataram o uso de seqiienciamento,
nimero que sobe para 74% entre as respostas dadas pelos pesquisadores. Em relag@o aos objetivos,
nos estudos sobre variagdo interespecifica, nos resumos 83% sdo para inferéncias filogenéticas,
enquanto que nas respostas dos pesquisadores sdo todos. Isto mostra que provavelmente este € o
campo da Genética que esta utilizando as metodologias mais modernas a sua disposi¢do. Além
disto parece menor a diferenca entre resumos e respostas de pesquisadores.

Os dados de estudos dos caracteres quantitativos nos Resumos da SBG sdo um conjunto
até certo ponto heterogéneo. Uma proporcdo pequena (18%) esteve dedicada aos estudos
interespecificos; e 27% tinham objetivo apenas descritivo. Nos dados dos pesquisadores, de 10

respostas relacionadas a variagdo interespecifica, 7 buscavam fazer inferéncias filogenéticas.
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Deve-se notar, no entanto, que em ambos os casos, nenhuma das respostas acusava o objetivo de
estudar QTLs, e poucas faziam correlagdes com variaveis genéticas. E estes sdo justamente os
topicos mais modernos no campo.

Levando em conta todos os dados apresentados e as consideragdes feitas acima,
acreditamos que podemos dizer que o Brasil se encontra numa posi¢do razoavel/boa. Para os
grupos taxonomicos melhor estudados (insetos — dipteros, himendpteros —, mamiferos — roedores e
primatas — 0s peixes e as aves), para as areas da genética que estdo mais avangadas (isozimas e
genética molecular) e para os grupos de pesquisa melhor preparados, o trabalho em andamento ndo
deixa a desejar. No entanto, ha muito a fazer, ha grandes lacunas.

A tarefa do estudo da biodiversidade genética ¢ gigantesca em qualquer pais do mundo.
Nao ha lugar onde se possa dizer que ja se sabe o suficiente, nem sequer que ja se sabe muito! S6
nos ultimos 20 anos € que as ferramentas mais importantes da genética foram desenvolvidas, e s
na ultima década é que seu preco esta se tornando acessivel. Portanto, o Brasil ndo é excegdo. Ha
muitissimo a ser feito, em todos os grupos, inclusive nos mais estudados. Alids, estes t€ém o papel
de modelo experimental para o trabalho a ser feito com os demais grupos de organismos.

Hé também as grandes lacunas do conhecimento da biodiversidade genética no Brasil. Elas
sdo de trés tipos: quanto ao tdxon, quanto a regido geografica e quanto a area da genética. Em
sintese podemos dizer que os anelideos, os equinodermas, os moluscos (cefalopodes e pelecipodes)
e os felideos sdo animais que precisam urgentemente ser estudados. Destes talvez a auséncia mais
estarrecedora seja a dos felideos. A importancia ecologica da onca — e dos outros gatos selvagens —
bem como desta espécie estar ameacada de extingdo e, também, de suas populagdes estarem quase
certamente sofrendo forte acao da deriva genética fazem-na um material e uma oportunidade impar
para o estudo da manutengdo de diversidade genética nas populagdes naturais. Entre as plantas as
briofitas, pteridofitas e gimnospermas sdo aquelas em que ha falta fotal de informagdes. O Centro
Oeste ¢ a regido do Brasil que mais necessita de estudos. Finalmente, uma analise genética
moderna de caracteristicas quantitativas no contexto do estudo da biodiversidade genética ¢ uma
lacuna importante a ser preenchida. Notadamente, na busca da caracterizagdo de QTLs, que

representam a sintese desejada entre fendtipo e gendtipo.
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ANEXO 1: PESQUISADORES QUE PREENCHERAM OS
FORMULARIOS, AREAS DA GENETICA EM QUE ATUAM E
ORDENS E FAMILIAS QUE ESTUDAM.

Os pesquisadores que preencheram os formularios nas diferentes areas tém seus nomes
mostrados na Tabela 18, bem como as Ordens ¢ Familias das plantas e animais que estudam.

Tabela 18. Pesquisadores que preencheram os formulédrios das areas da Genética e
Ordens ¢ Familias de Plantas ¢ Animais que estudam. Os respectivos enderecos
institucionais estdo no rodapé. CIT: Citogenética; ISO: Isozimas; GM: Genética
Molecular; CQ: Caracteres Quantitativos; POL: Polimorfismos.

PESQUISADOR S1228 ?:_’ ORDEM FAMILIA
ALDO MELLENDER DE ARAUJO" XX |X Lepidoptera Nimphalidae
ALICE KALISZ DE OLIVEIRA X X Homoptera Aphididae
Oestridae
ANA MARIA L. AZEREDO-ESPIN? XX Diptera Muscidae
Calliphoridae
ANDRE LUIZ P. PERONDINI® X | Diptera Sciaridae
Psitaciformes | Psittacidae
Galliformes Cracidae
ANITA WAINTALS X Piciformes Ramphastida__g ______
L Threskiornithida
Ciconiiformes e
Pelecaniformes | Sulidae
. 4 Pelecypoda Mytilidae
ANTONIO MATEO SOLE CAVA X Chondrosida Chondrillidae
CARLOS RIBEIRO VILELA® X X Diptera Drosophilidae
DENISE SELIVON® X | X X | X |Diptera Tephritidae
Characiformes | Anostomidae
Perciformes Curimatidae
ELIANA FELDEBERG® X X Serrasalmidae
I Cichlidae
Siluriformes .
Sciaenidae
Callichthyidae
ELIANA MORIELLE VERSUTE® X Chiroptera Phyuosjcomldae
Molossidae
EUCLEIA PRIMO BETIOLI CONTEL’ X Carnivora Canidae
FABIO DE MELO SENE’ X | X| X | X| X |Diptera Drosophilidae
GUARACY TADEU ROCHA® X X X | Artiodactila Tayassuidae
todas as ordens
deAves |
Tinamiformes | Tinamidae
Passeriformes | Emberizidae




Ciconiformes

Threskiornithida
e

Piciformes

Ramphastidae

KAREN LUISA HAAG!

X

Cyclophyllidea

Taeniidae

Louls BERNARD KLACZKO2

X

X

X

Diptera

Drosophilidae

Tabela 18. (continuago)

PESQUISADOR 2/2/2(3|2| ORDEM FAMILIA
Gymnotiformes Symnotlda_e,
ternopyoidae
LURDES ~ FORESTI DE ALMEIDA |, Characiformes |Characidae
TOLEDO® Loricariidae
Siluriformes Pimelodidae
Callichthyidae
LYRIA MORI® X X Diptera Drosophilidae
MARIA DA GRACA SALOMAO® X Squamata Viperidae
MARIA DE FATIMA P. S. MACHADO " XX Cactales Cactaceae
MARIA DE NAZARE K.GUIMARAES " X Carnivora Canidae
MARIA HELENA LARTIGAU PEREIRA . Ctenomyidae
Franco'? X Rodentia Cricetidae
. Muridae
MARIA NAZARETH FERREIRA DA Rodentia Echimyidae
SiLvA'? X X Marsupialia Didelphidae
Primates Callitrichidae
Pomadasyidae
Serranidae
Perciformes Blenniidae
MARIO JORGE IGNACIO BRUM™® X S'Ch“dae .
omacentridae
Clupeiformes  |Clupeidae
Scorpaemforme Scorpaenidae
MARIO LUIZ TEIXEIRA DE MORAES ™ X X Sapindales Anacardiaceae
MAURA HELENA MANFRIN'® X Diptera Drosophilidae
OSMAR MALASPINAT® X Hymenoptera |Apidae
Anostomidae
Curimatidae
PEDRO MANOEL GALETTI JRY7 X X Characiformes Erochllqdontldae
haracidae
Gasteropelecida
e
ROSANA TIDON-SKLORZ'® X | Diptera Drosophilidae
SERGIO FURTADO DOS REIs™ X | X Marsupialia Didelphidae
Rodentia Echimyidae
20 Apidae
SILVIA DAS GRACAS POMPOLO X Hymenoptera Sphecidae
VERA NISAKA SOLFERINI® X|X|X|X Asterales Asteraceae
Orchidales Orhidaceae
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g/lesogastropod Littorinidae
dA;q“eogaStmpo Patellidae
Diptera Tephritdae
21 Hymenoptera Apidae
WARWICK ESTEVAM KERR X|X|X|X|X Meliponinae
Diptera Drosophilidae
Gekkonidae
Squamata Sgénnophthalml
YATIYO YONENAGA-YASUDA® X X o
Tropiduridae
: Cricetidae
Rodentia Echimyidae

1. Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Instituto de Biociéncias, Depto. Genética, Porto
Alegre. RS.

2. Universidade Estadual de Campinas, UNICAMP. Instituto de Biologia, Depto Genética e
Evolugdo, Campinas. SP.

3 Universidade do Estado de Sao Paulo, USP. Instituto de Biociéncias, Depto. Biologia, Sao Paulo.
SP.

4. Universidade Federal do Rio de Janeiro. Instituto de Biologia, Depto. Genética, Rio de Janeiro.
RJ.

5. Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia. Coordenagdo Pesq. Biologia Aquatica, Lab.
Citogenética Animal, Manaus. AM.

6. Universidade Estadual Paulista. Inst. Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, Depto. Zoologia, S.
José Rio Preto. SP. Citogenética.

7. Universidade do Estado de Sao Paulo, USP. Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Depto.
Genética, Ribeirdo Preto. SP.

8. Universidade Estadual Paulista. Instituto de Biociéncias, Depto. Genética, Botucatu. SP.
9. Instituto Butantan. Divisdo Desenvolvimento Cientifico, Lab. Herpetologia, Sdo Paulo. SP.

10. Universidade Estadual de Maringa. Centro de Ciéncias Biologicas, Depto. Biologia Celular e
Genética, Maringa. PR.

11. Universidade de Brasilia. Instituto de Ciéncias Biologicas, Depto. Genética e Morfologia,
Brasilia. DF.

12. Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia. Coordenagdo Pesquisas em Entomologia,
Manaus. AM.

13. Universidade Federal do Rio de Janeiro. Instituto de Biologia, Depto. de Zoologia, Rio de
Janeiro. RJ.

14. Universidade Estadual Paulista. Faculdade de Engenharia - Campus Ilha Solteira, Depto.
Fitotecnia, Economia e Sociologia Rural, Ilha Solteira. SP.

15. Universidade do Estado de Sdo Paulo, USP. Faculdade Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdo
Preto, Depto. Biologia, Ribeirao Preto. SP.

16. Universidade Estadual Paulista. Instituto de Biociéncias de Rio Claro, Depto. Biologia, Rio
Claro. SP.
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17. Universidade Federal de Sdo Carlos. Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude, Depto.
Genética ¢ Evolugdo, Sdo Carlos. SP.

18. Universidade de Brasilia. Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Depto. Genética e Morfologia,
Brasilia. DF.

19. Universidade Estadual de Campinas UNICAMP. Instituto de Biologia, Depto. Parasitologia,
Campinas, SP.

20. Universidade Federal de Vigosa. Centro Ciéncias Biologicas e da Satde, Depto. Biologia
Geral, Vicosa. MG.

21.Univ. Federal de Uberlandia. Centro de Ciéncias Bioldgicas e Médicas, Depto. Genética e
Bioquimica, Uberlandia. MG.
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ANEXO 3: GLOSSARIO

Alopoliploidia
Tipo de poliploidia em que os conjuntos cromossomicos sdo originados de espécies diferentes,
a partir de cruzamentos interespecificos.

Andlise discriminante

A analise discriminante ¢ um método estatistico usado para determinar que variaveis melhor
discriminam dois ou mais grupos (¢é utilizada tanto para teste de hipdteses quanto como método

exploratorio).

Analise de componentes principais (PCA)

Método de analise estatistica multivariada que objetiva encontrar indices denominados
componentes principais, que sdo ndo correlacionados entre si, mas expressam a estrutura de

variancia dos dados originais de modo mais conciso, visando facilitar sua analise.
Autopoliploidia
Tipo de poliploidia em que todos os conjuntos de cromossomos da célula sdo da mesma
espécie.
Banda G
Técnica de bandeamento cromossomico que utiliza o corante Giemsa, produzindo um padrao
de bandas (escuras e claras) especifico de cada cromossomo.
Bandeamento

Conjunto de métodos de coloragdo dos cromossomos utilizados nos estudos de citogenética,
que empregam corantes especificos para obtengdo de um padrdo de bandas (faixas) claras e
escuras tipico para cada cromossomo de um cariotipo, possibilitando a identificacdo de

pequenas variagdes na estrutura dos mesmos.

Cariétipo
E a caracterizagdo do conjunto de cromossomos de individuo ou espécie, onde se evidencia o
seu numero, forma, tamanho e posi¢do do céntromoro. A representacdo do caridtipo,

denominada cariograma, pode ser feita a partir de uma fotografia ou desenho detalhado de uma

célula em metafase, em que todos os cromossomos estdo bem corados e individualizados.
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Caracteres Quantitativos

Caracteres que sdo afetados por multiplos fatores genéticos e ambientais. Sdo classificados, de
acordo com o modo como sdao medidos, em trés tipos: métricos: medidos em uma escala
continua, ndo interrompida; meristicos: medidos por contagem em ntimeros inteiros; de limiar:

pela sua presen¢a ou auséncia em um organismo.

Centrémero
Uma regido especializada dos cromossomos que ¢ vista como uma constri¢ao; ponto onde as
cromatides irmas estdo unidas nos cromossomos mitdticos. Contém uma estrutura denominada
cinetocoro, onde as fibras do fuso se ligam durante a divisdo celular. Com base na posi¢do do
centromero, os cromossomos s3o classificados em: metacéntricos (regido mediana),
submetacéntrico (proximo da regido mediana), acrocéntrico (proximo da extremidade) e
telocéntrico (na extremidade).

Cline (clina)
Uma mudanga gradual na freqiiéncia alélica ou na média de uma carater, ao longo de um
transecto feito dentro da area de distribui¢do de uma populagdo ou espécie.

Cloroplasto
Uma organela citoplasmatica especializada na fotossintese, presente em plantas. Estas
organelas tém DNA proprio (cpDNA) que codifica genes de proteinas, tRNA e rRNA.

Cromatide
Denominacdo de cada uma das duas copias dos cromossomos replicados que aparecem unidas
pelo centromero (cromatides irmas), formadas durante as divisdes celulares: mitose e meiose.

Cromémero
Série de granulos concentrados de cromatina que sao visualizados ao longo dos cromossomos,
durante as primeiras fase de divisdo celular.

Cromossomo

Estrutura auto-replicante da célula, constituida basicamente por DNA e proteinas, que carrega a
informacao genética disposta numa sequéncia linear de nucleotideos. As diferentes espécies de

organimos eucariotos tém diferentes numeros de cromossomos lineares.

Cromossomos politénicos
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Cromossomos gigantes que resultam do pareamento de muitas cromatides irmas que se mantém
juntas, completamente pareadas e que se formam apés cada ciclo endomitdtico, no qual ndo

ocorre divisdo nuclear. E encontrado em algumas células de dipteros.

Dimorfismo sexual
Diferencas morfologicas observadas entre machos e fémeas de uma mesma espécie,
excetuando-se a genitalia.

DNA polimerase

Enzima envolvida principalmente no processo de replicagdo do DNA. A partir de uma fita
simples, que funciona como molde, ocorre a sintese de um fita complementar e a conseqiiente

produgdo de um DNA de fita dupla.

Eletroforese

Método para separacdo de macromoléculas (DNA, RNA, proteinas) que em geral utiliza uma
matriz de gel ao qual se aplica um campo elétrico. A separagdo ocorre pela diferencas de

migracao das moléculas, devido ao seu tamanho e carga elétrica.

Enzimas de restrigao

Proteinas derivadas de bactérias que reconhecem seqii€ncias curtas e especificas de
nucleotideos, e clivam a molécula de DNA no sitio de reconhecimento ou proximo dele. Existe
uma grande variedade destas enzimas, largamente utilizadas nos estudos de genética

moleculares.

FISH: “fluorescent in situ hybridization”

M¢étodo de mapeamento genético que € feito pela hibridizacdo molecular de uma sonda
marcada com material fluorescente diretamente sobre cromossomos parcialmente desnaturados.

A fluorescéncia releva os locais de hibridizagdo no cromosso.

Fusao Robertsoniana

Variagdo estrutural nos cromossomos que pode resultar de uma translocagdo reciproca
envolvendo dois cromossomos acrocéntricos ou telocéntricos. ou da fusdo de dois

cromossomos telocéntricos pelos centromeros ou proximo deles.

Herdabilidade

Medida de um carater quantitativo que expressa a propor¢do da varidncia fenotipica total que ¢

atribuida a causas genéticas. E representada por h2 = VG/VP , onde h2 é a herdabilidade, VG é
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a variancia genética e VP a varidncia fenotipica total. Seu valor varia entre zero e um. Quanto
maior o seu valor, maior a variabilidade genética do carater.

Isozima (isoenzima)
Uma das multiplas formas de uma enzima. Quando sdo codificadas por alelos diferentes de um
mesmo loco sdo chamadas de alozimas.

Mitocondria
Organela presente nas células de eucariotos, na qual ocorre o processo de respiragdo celular.
Ela é responsavel pelo fornecimento de energia a celula pela sintese de moléculas de ATP. A
mitocondria tem DNA independente (mtDNA) que codifica proteinas, tRNA e rRNA.

mtDNA
Veja mitocondria

NOR - Regiao organizadora do nucléolo
Regido de um ou mais cromossomos que contém genes repetidos que codificam rRNA (RNA
ribossdmico). Regido onde ocorre a formagéo do nucléolo.

Nucléolo

Estrutura de formato irregular formada no cromossomo, no nucleo de células em intérfase. No
nucléolo ocorre a sintese de rRNA e formagao dos ribossomos. Desaparece durante a divisdo

celular.

PCA

Veja: analise de componentes principais

PCR: reacao em cadeia da polimerase

Método para a amplificagdo de um segmento de DNA ou RNA, por ciclos repetidos de sintese
in vitro, onde os novos segmentos sintetizados servem como modelos adicionais para as
mesmas seqiiéncias, nas reagdes subseqiientes, criando uma rea¢ao em cadeia, possibilitando a

sintese de grande quantidade de material em periodo muito curto.

Poligénico

Veja carater quantitativo e QTL.

Polimorfismo
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Ocorréncia de duas ou mais formas numa populagdo onde a freqiiéncia da mais rara nao pode
ser explicada por mutagdo recorrente. Operacionalmente por ser definido como a ocorréncia

num loco de dois alelos numa mesma populacao, cuja freqiiéncia ndo ¢ menor que 1%.

Poliploidia:

Um tipo de variagcdo no numero de cromossomos na qual a célula tém trés ou mais conjuntos de
cromossomos, que sdo aqueles encontrados numa célula hapléide do mesmo organismo ou
espécie. E de ocorréncia comum em plantas e surge por ndo disjun¢do dos cromossomos
durante as divisdes celulares. Mais da metade dos eventos de especiacdo em angiospermas

estao associados a poliploidia.

QTL: “quantitative trait loci” (“locos de caracteres quantitativos™)
Os multiplos genes que afetam um carater quantitativo sdo chamados de poligenes. Quando sap
localizados num segmento cromossomico sdo chamados de QTL.

RAPD (“random amplified polymorphic DNA”)

Meétodo para detectar polimorfismo genético, no qual se usa a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) com “primers” arbitrarios, para revelar a presenga ou auséncia de determinados

segmentos de DNA, em diferentes amostras da populagao.

RFLP (“Restriction fragment length polymorphism”)

Polimorfismo de DNA que é observado quando uma molécula de DNA ¢ clivada por uma
determinada enzima de restricdo, produzindo fragmentos de DNA de diferentes tamanhos,
devido a presenca ou auséncia ao longo da molécula, das seqii€ncias especificas reconhecidas
pela enzima. Deste modo, algumas moléculas de DNA de uma populagdo t€ém determinados

sitios de reconhecimento e outras nao.

Seqiienciamento de DNA

Identificag@o da sequéncia de nucleotideos em um fragmento de DNA

Sonda (“probe”)

Um segmento de fita simples de DNA ou RNA, marcado por meios radioativos ou
imunolégicos, que ¢ usado para detectar genes ou sequéncias de interesse, por meio do
pareamento de bases complementares (hibridizacdo) desta sonda com o material desnaturado

sob analise. Veja Southern blot.
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Southern Blot

Meétodo para identificar seqiiéncias de DNA, a partir de fragmentos de DNA separados por
eletroforese, os quais sdo transferidos para uma membrana de nitrocelulose ou nylon que ¢
banhada em uma solu¢do contendo sondas de DNA marcadas com material radioativo. Os
locais sobre a membrana onde ocorreu a hibridizagdo da sonda com a fita de DNA
complementar ¢ identificado por bandas formadas pelo material radioativo sobre uma folha de

filme fotografico colocado sobre a membrana.

Translocagoes

Transferéncia de um segmento de um cromossomo para outro ndo homologo. A
translocacdo pode ser simples, quando somente um segmento ¢ translocado de um
cromossomo para outro, ou reciproca, quando dois cromossomos trocam segmentos

entre si.

Dois Glossarios de Genética estdo disponiveis nas seguintes paginas:
http://hal.weihenstephan.de/genglos/asp/genreq.asp?list=1

http://www.bartleby.com/61/catpages/Genetics.html



