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Introducao

A perda da biodiversidade é uma crise silenciosa, que, além da
iminente extincdo de espécies, tem afetado toda uma cadeia
de servicos ecossistémicos, como conservacdo da dgua e do
solo, regulagdo climatica, dispersao de sementes de plan-
tas, controle de pragas e doencas, bem como obtenc¢ao de
bens e insumos para producao alimenticia, farmacéutica,
civil, entre outros (SOL, 2020). Em busca de solucdes, acordos
mundiais foram realizados visando, em tese, a manutencao
da biodiversidade global. Porém, as a¢des tomadas ainda
tém sido incipientes frente as continuas mudancas clima-
ticas e aos diversos fatores antrépicos (HOFFMANN; SGRO;
KRISTENSEN, 2017).

O classico exemplo é o das florestas tropicais, que ocupavam
grandes extensdes continuas e, atualmente, limitam-se a
pequenos e espa¢ados fragmentos, demonstrando o quao
agressiva tem sido a exploracdo ao longo dos anos (RIBEIRO et
al., 2016). Entre os fatores para essa perda e degradac¢ao de
habitats, estdo as expansdes agricola e urbana e as grandes
instalacdes de empreendimentos, como hidrelétricas, portos
e mineracdo, que tém representado grandes riscos a uma
gama de espécies (BRASIL, 2022).

O maior impacto da fragmentac¢do é a reducdo da diversidade
genética. A diminui¢cdo do numero total de individuos - que
resulta na reduc¢dao do tamanho da populagdo - e o isola-
mento espacial dos remanescentes florestais tém tornado as
espécies suscetiveis, limitando-as evolutivamente (STOWELL;
PINZONE; MARTIN, 2017). A reducdo drastica do numero de
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individuos e do tamanho populacional favorece a ocorréncia
da deriva genética, que, por sua vez, € mais contundente
em populacdes reduzidas. Esse processo evolutivo altera
aleatoriamente as frequéncias alélicas, promovendo a fixa-
¢ao ou nao de alelos e, consequentemente, a reduc¢do da
variabilidade genética.

Soma-se a isso o fato de que, com a fragmentacao, a migra-
cao de individuos entre as populacdes é dificultada ou mesmo
impedida. Com a impossibilidade do fluxo génico, ha uma
maior diferenciacdo entre as populacdes, resultando no isola-
mento. O fluxo génico entre as popula¢bes atua em sentido
contrario ao da deriva genética, e a sua ocorréncia diminui
a probabilidade de fixacdao ou de perda de alelos e pode
levar a introgressado de genes e alelos de uma populag¢do
para outra. Por isso, a migra¢do contribui para o aumento
da variabilidade genética. No entanto, com a ocorréncia da
deriva genética e a ndo ocorréncia do fluxo génico entre as
populacdes da espécie, seus individuos tenderdao a homoge-
neidade dentro das populacdes e a heterogeneidade entre
elas (SANTOS; OLIVEIRA, 2020; TEMPLETON, 2011).

Com a perda da variabilidade genética e a ocorréncia da sele-
¢ao natural, como pragas, doencas e mudancas climaticas,
as espécies e suas popula¢des estarao ainda mais vulnera-
veis a eventos que podem levar a perda da capacidade de
manutencao e reproducao, pois 0s gendtipos que seriam
mais adaptados as novas condi¢des podem ter sido elimina-
dos por deriva genética em gerag¢des anteriores. O impacto
dessa erosao genética podera alterar todo o funcionamento
presente e futuro da vida na Terra (CARVALHO et al., 20009).

GENETICA DA CONSERVACAO: DIVERSIDADE E ESTRUTURA GENETICA 99
COMO ESTRATEGIAS DE CONSERVACAO



Alguns estudos realizados com populac¢des naturais tém
demonstrado a importancia de espécies-chave para o funcio-
namento ecossistémico (DIAz-GARCIA et al., 2017; WOODCOCK
et al., 2019). Além disso, as populacdes naturais sao fonte
de variabilidade genética, permitindo, via melhoramento
genético, a obtencdo de novas combinacdes de interesse
para o homem, como variedades mais produtivas, resistentes
e adaptadas (FALEIRO, 2011).

Assim, esforcos voltados a conservacao das espécies e de
suas popula¢bes naturais devem ser direcionados a prote-
cao da diversidade genética em escala global (LAIKRE, 2010),
uma vez que a variagao genotipica é a grande responsavel
pela variacao fenotipica dos individuos, manifestando-se
em caracteristicas de importancia ecolégica e econdmica.

O conhecimento da diversidade e estrutura
genética como estratégias de conservacao

A conservacao de espécies esta intimamente associada as
diferencas entre os seus individuos. Essas diferencas podem
se dar através das variacdes fenotipicas, tornando necessa-
rio o conhecimento de como a varia¢do dos genes (alelos)
esta envolvida na expressao de um determinado carater
(KAGEYAMA; GANDARA, 2004). Entretanto, a variacdao genética
entre os individuos e/ou popula¢des de uma mesma espécie
esta relacionada a composicao alélica dos genétipos indivi-
duais e as diferencas de frequéncias desses alelos entre as
populagdes. O somatorio das variacdes hereditarias acumula-
das durante o processo evolutivo de uma espécie € conhecido
como diversidade genética (SANTOS et al., 2015).
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Essas varia¢des contidas no DNA gendmico sao essenciais
para a manuteng¢do das espécies nos ecossistemas ou
habitats naturais. Por outro lado, a perda dessas variacdes
podera acarretar diminuicdo da capacidade adaptativa das
populacdes de uma determinada espécie diante de fatores
estressantes (EL-ESAWI, 2019). Por exemplo, em ambien-
tes com déficit hidrico, a presenca ou a falta de variantes
genéticas entre os individuos de espécies vegetais esta
diretamente relacionada a capacidade de sobrevivéncia e
manutencgao (Figura 1).

Figura 1: Representac¢do da ocorréncia de diversidade genética,

favorecendo a manutencao de uma espécie florestal em condicao
de déficit hidrico

Fonte: elaborado pelos autores.

A distribuicdo dessa diversidade genética dentro e entre
populacdes da espécie € denominada estrutura genética,
moldada por fatores como histérico de vida, tamanho popu-
lacional, barreiras geograficas, gargalos, fluxo de genes,
selecdo natural e acumulo de mutagdes. Portanto, permite
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inferir a dispersao e delimitacdao de espécies e seus indivi-
duos, comportamentos de acasalamento e limites popu-
lacionais (JANES; BATISTA, 2016). Além disso, a diversidade e
estrutura genética tém sido estrategicamente utilizadas na
caracterizacdo do status de conservacao e na determinacao
da vulnerabilidade das espécies para que sejam implemen-
tadas medidas eficazes de manejo (LAIKRE, 2010).

Em estudo com a espécie arbdrea Plathymenia reticulata,
realizado em um fragmento de Floresta Atlantica, a diver-
sidade e estrutura genética foram avaliadas e demonstra-
ram que, apesar do historico de vulnerabilidade e o corte
seletivo de madeira ocorrente no local, ndao foi observada
erosao genética, confirmando a capacidade de manuten-
¢do da espécie (SOUZA et al., 2017). A diversidade e estru-
tura genética também foram avaliadas para a espécie de
mamagava (Bombus pauloensis), investigada ao longo do
tempo por meio de espécimes de colecdes datadas de 1933
a 2016 e comparadas com populag¢des naturais ocorrentes
na regido Sul do Brasil. Os resultados evidenciaram a perda
da diversidade genética da espécie ao longo dos anos e a
necessidade urgente de politicas de conservacao (MAEBE et
al., 2019). Tal conhecimento sé foi possivel com o avanco das
técnicas biotecnoldgicas, o advento da manipulacao do acido
desoxirribonucleico (DNA) e a capacidade de acessar gene-
ticamente regides especificas e variaveis conhecidas como
marcadores moleculares (GUIMARAES et al., 20009).
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Uso dos marcadores moleculares
como ferramenta para estudos em
genética da conservacao

Os marcadores moleculares tém se mostrado uma ferra-
menta muito eficiente para captar as diferencas genéticas
entre individuos e/ou a diversidade genética entre popu-
lacdes, diretamente do DNA. Os marcadores moleculares
surgiram por volta de 1980 com a manipulacdo do DNA, por
meio de técnicas de biologia molecular. Esses marcadores
apresentaram vantagens sobre os morfolégicos, ao forne-
cerem um numero praticamente ilimitado de polimorfismos
distribuidos ao longo do genoma (GUIMARAES et al., 2009).

De acordo com Ferreira e Grattapaglia (1998), os marcadores
moleculares sao definidos como todo e qualquer fendtipo
molecular oriundo de um gene expresso ou de um segmento
especifico de DNA, correspondente a regides expressas ou
ndao do genoma. Para fins de conservacao, sao utilizados em
analises da distribuicao geografica da variabilidade, estu-
dos de diversidade e estruturagao genética, identificacdao de
clones, linhagens, hibridos, cultivares, acessos duplicados,
auxilio em trabalhos de classificacdo botanica e filogenia,
selecdo de genitores, construcdao de mapas genéticos, entre
outros (FALEIRO, 2011).

Diferentes marcadores moleculares foram identificados a
partir da manipulagdao do DNA e estado divididos quanto a
tecnologia utilizada para seu desenvolvimento, ao objetivo
de uso e a qualidade da informacao gerada. Em relacdo a
tecnologia para desenvolvimento, os marcadores podem
ser baseados na hibridagcdo com sondas especificas, pela
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amplificacdo do DNA via reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
e em sequenciamento (Figura 2) (TURCHETTO-ZOLET et al., 2017).

| Marcadores moleculares |

v }
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Figura 2: Marcadores moleculares separados de acordo com a
tecnologia utilizada para seu desenvolvimento. RFLP: Restriction
Fragment length polymorphisms; VNTR: Variable number of tandem
repeats; DArT: Diversity array technology; SCAR: Sequence characterized
amplified region; AFLP: Amplified fragment length polymorphism; STS:
Sequence tagged sites; EST: Expressed sequence tag; SCOT: Start codon
targeted, AP-PCR: Amplified polymorphism - Polymerase chain reaction;
RAPD: Random amplified polymorphic DNA; SSR: Simple sequence
repeats; ISSR: Inter simple sequence repeats; SNP: Single nucleotide
polymorphisms; ESTP: Expressed sequence tag polymorphism e; ASP:
Allele specific polymorphism

Fonte: elaborado pelos autores.

Para o objetivo de uso e qualidade da informacao gerada,
os marcadores podem ser classificados como dominantes
e codominantes. A classe de marcadores dominantes nao
permite a diferenciacao entre homozigotos e heterozigo-
tos, no entanto, sdao considerados universais, capazes de
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produzir multiplos fragmentos de DNA em qualquer espécie
(cada um dos quais é considerado um /oci), sem a necessidade
de conhecer previamente as sequéncias de DNA da regido
gendmica (NG; TAN, 2015). A utilizacdo desses marcadores esta
descrita em uma série de estudos (SILVA JUNIOR et al., 2017;
SOUZA et al., 2017; VIEIRA et al., 2022), e possui grande impor-
tancia quando nao ha informacdes prévias sobre a espécie.

O uso de um tipo de marcador dominante, denominado
Inter Simple Sequence Repeat (ISSR), esta evidenciado em
um estudo com variedades da cochonilha (Kerria lacca). Essa
€ uma espécie de inseto intensamente explorada devido a
capacidade de produzir Lac, um componente comercialmente
importante na producdo de resina, corante e cera. Além disso,
as atuais condi¢des ambientais e a domesticacdo da espécie
tém extinguido algumas de suas variedades. Os resultados
demonstraram que a espécie ainda possui variabilidade gené-
tica significativa e que pode ser utilizada no melhoramento
genético. Porém, assim como nos bancos de germoplasma, as
condi¢des de armazenamento sao necessarias para conservar
a variabilidade genética da espécie (SAHA et al., 2011).

Os marcadores codominantes, por outro lado, sdo aqueles em
que duas ou mais formas podem ser discriminadas, ou seja,
dividem-se em bialélicos ou multialélicos, ambos diferenciando
individuos homozigotos e heterozigotos. Essa classe de marca-
dores é considerada especifica para a espécie de interesse,
com possibilidade limitada de transferéncia a outras espécies e
alto grau de informatividade. Essa especificidade e capacidade
de diferenciacao dos gendtipos tém favorecido a utilizacao
desses marcadores, resultando em informacdes mais robustas
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em estudos em que ja se tenha ou ndo o conhecimento sobre a
caracterizacdo genética e o status de conservacdo das espécies
(CRUZ; FERREIRA; PESSONI, 2020).

Em estudo com a borboleta Lycaena helle, foram utilizados
marcadores codominantes multialélicos, denominados
microssatélites ou Simple Sequence Repeat (SSR), para avaliar
a perda da diversidade genética em populac¢des afetadas pelo
aquecimento global. O uso dessa ferramenta revelou que
0S cenarios previstos acerca desse fendmeno continuardo a
reduzir a conectividade entre as popula¢des. Contudo, medi-
das como a delimitacdo de areas prioritarias e a criacdo de
Unidades de Conservacdo sao capazes de manter e restaurar
gradualmente a diversidade da espécie (HABEL et al., 2011).

Atualmente, técnicas avancadas de identificagcdao de marca-
dores moleculares estao disponiveis. Sdo as Next-Generation
Sequencing (NGS), traduzidas para o portugués brasileiro
como o sequenciamento de nova geracdo. As novas tecno-
logias tém incorporado técnicas anteriormente descritas,
como o método de Sanger, que utiliza a terminacdo de cadeia
com dideoxinucleotideos. Contudo, possuem capacidade
expressivamente maior para gerar informacdo, com uma
substancial economia de tempo e menor custo por base para
0 sequenciamento (CARVALHO; SILVA, 2010).

O método de Sanger foi descrito em 1977 pelo pesquisador
Frederick Sanger e atua sobre fragmentos de DNA, determi-
nando a ordem em que estdo dispostas as bases nitrogenadas
ao longo do material genémico dos organismos. Portanto,
anteriormente ao proprio processo de sequenciamento, é
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necessario que as longas sequéncias de DNA sejam extraidas,
isoladas e posteriormente clivadas com enzimas de restricao.
Em sequida, sao realizadas etapas de multiplicacdo do DNA
utilizando bactérias, clivagem com numero de pares de bases
(pb) especifico e desnatura¢dao da molécula nativa (CARVALHO;
SILVA, 2010).

Dessa forma, o método de Sanger é realizado a partir de uma
cadeia simples do DNA e se baseia na utilizagao de dideoxi-
nucleotideos (ddATP, ddGTP, ddCTP e ddTTP) como analogos
aos deoxinucleotideos padrdes (dATP, dGTP, dCTP e dTTP), 0OS
quais, ao serem inseridos, interrompem a sintese da nova
fita de DNA devido a auséncia da hidroxila (OH), necessaria
para que o préximo nucleotideo seja incorporado. Por fim,
sao utilizadas técnicas de eletroforese em gel para separagao
e visualizacdao dos fragmentos, correspondentes as bases
nitrogenadas (TURCHETTO-ZOLET et al., 2017).

Como mencionado anteriormente, as técnicas de NGS permi-
tem o sequenciamento amplo do genoma em um curto
espag¢o de tempo, gragas a adog¢do da clonagem in vitro e
de sistemas de suporte soélido para as unidades de sequen-
ciamento, dispensando o intensivo trabalho laboratorial de
producdo de clones bacterianos, da montagem das placas
de sequenciamento e da separac¢ao dos fragmentos em géis
(CARVALHO; SILVA, 2010). Essa capacidade de maior abrangén-
cia, inclusive de genomas inteiros, simplificou o processo de
isolamento de microssatélites, facilitando o desenvolvimento
de alto rendimento de marcadores pela maior quantidade de
regides avaliadas. Além disso, espécies nao modelos, pouco
estudadas e com risco eminente de extin¢cdo podem ser
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avaliadas de forma ampla, incluindo analises de Polimorfismo
de Nucleotideo Unico (SNPs), caracterizados como polimor-
fismos especificos a diferengas em uma uUnica posi¢cao no
genoma, um unico nucleotideo (substituicao, dele¢cao ou
insercao) (TURCHETTO-ZOLET et al., 2017).

Os SNPs sdo caracterizados como marcadores codominan-
tes bialélicos, pois, tratando-se da avaliagdo em um unico
nucleotideo, podem ser reconhecidos até dois alelos distintos
(MORIN; LUIKART; WAYNE, 2004). Apesar do numero reduzido de
alelos identificados por loco, pesquisadores tém reconhecido
esses marcadores, juntamente com o SSR, como sendo 0s
mais eficientes atualmente para a realizacdo de analises de
diversidade genética e, principalmente, de estudos demo-
graficos e evolutivos (HODEL et al., 2016). Em estudo com
quatro populag¢des da espécie Rhododendron cyanocarpum,
uma pequena arborea ameacada de extin¢do, endémica das
montanhas Cangshan em Dali, provincia de Yunnan, sudoeste
da China, a utilizacdo de uma grande quantidade de marcado-
res SNPs foi capaz de gerar informacdes sobre a diversidade
e estrutura genética das populac¢des, além de informacdes
histdricas, como a deteccdo de mudancas no tamanho efetivo
dessas populacdes (Ne) 150.000 anos atras, incluindo um
evento de gargalo ha 60.000 anos (LIU et al., 2020).

Diante das caracteristicas e fun¢des aqui listadas, o uso dos
marcadores moleculares como ferramenta para estudos
em genética da conservacdo tem se destacado ha décadas,
fornecendo informacdes uteis na tomada de decisdes, sem
as quais um numero sem precedentes de espécies estaria em
estado de vulnerabilidade ou até mesmo extinta.
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Informacoes obtidas a partir do
emprego de marcadores moleculares
no estudo da diversidade genética

A diversidade genética é definida como a mensuracao que
quantifica a magnitude da variabilidade genética presente
numa populagdo ou espécie. Ela é considerada um importante
fator para a avaliacdao da conservacdo e o melhoramento
genético. No entanto, para avaliar a diversidade genética,
€ necessario acessa-la e, para isso, sao utilizados os marca-
dores genéticos, que tém sido amplamente empregados
em estudos da ictiofauna, dada a importancia econdmica e
ecoldgica desses animais.

Conforme apresentado no item anterior, existem marcadores
moleculares dominantes e codominantes, sendo o acesso as
informacdes dos gendtipos inerentes aos marcadores. Dito
isso, aqueles que sdo dominantes ndo apresentam sensibili-
dade para diferenciar o genétipo heterozigoto do homozigoto
dominante, e esses dois gendtipos sao considerados uma sé
classe, ao passo que o genétipo homozigoto “recessivo” (aa)
é identificado pela auséncia da banda no gel (fenétipo nulo)
(Figura 3). Ao analisar o gel, é feita a codificacdo binaria de "1"
e "0" para presenca e auséncia da banda, respectivamente.

A Figura 3 apresenta gel fotodocumentado para 30 individuos
da espécie Dalbergia nigra, arvore conhecida popularmente
como jacaranda da Bahia, empregando primer ISSR e marca-
dor de peso molecular de 100 pb (M). A banda sobre a linha
amarela € monomorfica, pois esta presente em todos os
individuos. Ja a banda sobre a linha vermelha é polimorfica,
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estando presente apenas nos individuos 15 e 22 e recebendo
0 codigo 1, enquanto os demais individuos receberam o
codigo o.
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Figura 3: Gel fotodocumentado para 30 individuos da espécie
Dalbergia nigra

Fonte: Adelson Lemes da Silva Junior, em 21/04/2020.

Dessa forma, com o uso dos marcadores dominantes,
torna-se possivel realizar o estudo da diversidade entre
os individuos dentro da populacdao. Na maioria das vezes,
as populacdes avaliadas ndo estao estruturadas hierarqui-
camente, e as amostras sao representacdes aleatorias da
populacado. A partir desses marcadores, também é possivel
realizar estudos que buscam entender como os fatores evolu-
tivos alteram a frequéncia génica nas popula¢des, uma vez
gue pode ser evidenciada pela variabilidade genotipica, e
esta, por sua vez, pode ser predita por meio da diversidade
genética avaliada numa populacao.

O professor Cosme Damido Cruz discute, em suas aulas de
Biometria Aplicada ao Estudo da Diversidade Genética no

Programa de P6s-Graduacao em Genética e Melhoramento
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da Universidade Federal de Vicosa (UFV), o esquema apre-
sentado na Figura 4. Nesse esquema, sao representadas
as etapas a serem adotadas para o estudo da diversidade
genética a partir de marcadores dominantes. Apds a analise
das bandas polimadrficas nos géis (Figura 4), é compilada a
planilha da Figura 4. Nessa planilha, a presenca da banda foi
identificada com o numeral “1” e a auséncia como “0”. Entre os
softwares apropriados para analises de diversidade genética,
entre acessos a partir de marcas binarias, tem-se o Portal
Genes (CRUZ, 2016) usado para a elaboracao da Figura 4. Nele,
pbde-se processar os dados para construir uma matriz de
distancia genética, com as dissimilaridades entre pares de
individuos. Para o calculo dessas dissimilaridades, devem-se
escolher os indices apropriados de acordo com a importancia
da correspondéncia entre as bandas de diferentes individuos.

A anadlise da diversidade genética entre individuos dentro de
uma mesma populacado é realizada por meio de estimativas
de dissimilaridades genéticas oriundas de analises multivaria-
das, utilizando-se diferentes indices de similaridade e, findada
essa etapa, podem-se adotar técnicas de agrupamento ou
de projecdo de medidas de dissimilaridade. Cruz, Ferreira
e Pessoni (2020) trazem uma série de coeficientes de simi-
laridades que foram descritos na literatura e recomendam
gue, para as analises de agrupamento, sejam empregados
os indices de dissimilaridades. Os autores indicam, ainda, as
formulas mais recomendadas para converter a similaridade
a dissimilaridade. A escolha de qual indice de similaridade
deve ser empregado fica a critério do pesquisador, uma vez
gue cada um apresenta caracteristicas especificas.
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Figura 4: Diagrama de representac¢do de “Como estudar a

Diversidade Genética?"

Fonte: Aulas de Biometria aplicada ao estudo da Diversidade Genética
(Programa de P6s-Graduacdo em Genética e Melhoramento da UFV)
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Para uma melhor visualizagdo das medidas de distancia
entre os individuos, é possivel empregar técnicas de agru-
pamento, também utilizadas para a elaboracao da Figura 4
(CRUZ, 2016). Existem inumeras técnicas de agrupamentos
na literatura, e Cruz, Ferreira e Pessoni (2020) trazem uma
explanacao completa a respeito desses métodos. Aqui, se-
rao abordadas trés técnicas de agrupamentos que, apesar
de poderem ser empregadas isoladamente, fornecem mais
informacgdes e permitem a testagem de hipdteses mais
robustas através do uso conjunto.

Para a visualizacdo de dendrogramas (por¢do C da Figura 4),
devem-se escolher métodos hierarquicos, como o UPGMA. No
dendrograma, as ramifica¢des correspondem as distancias
entre os acessos. No dendrograma gerado na parte C, os
individuos 6 e 8 apresentam maior similaridade, enquanto
os individuos 1, 4 e 9, sdo os mais distantes dos demais.
Entretanto, a visualizacdo de grupos é mais clara perante
a aplicacao de métodos de agrupamentos de otimizacao
(por¢cdo D). Nessa etapa, destaca-se o método de Tocher
(RAO, 1952). A aplicagdo desse método na parte D gerou cinco
grupos, sendo os individuos 5, 6, 8 e 10 alocados no primeiro
grupo, os individuos 1, 4 e 9, no segundo e os individuos 2,
3 e 7ficaram em grupos isolados, formando os grupos trés,
guatro e cinco, respectivamente. Vale destacar que a média
das distancias entre os individuos do mesmo grupo deve ser
menor que a distancia entre os grupos.

Uma forma que auxilia a visualizar a diversidade é a dispersao
grafica (porcdo E da Figura 4), podendo ser realizada de forma
bidimensional (2D) (por¢do E1 da Figura 4) ou tridimensional
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(3D) (porcao E2 da Figura 4). O uso dessa metodologia asso-
ciada as metodologias de agrupamento possibilita a aloca-
cao dos individuos, identificando a qual grupo pertencem.
Dessa forma, é possivel visualizar a dispersao dos grupos
nos graficos.

Em contrapartida, os marcadores codominantes, por serem
capazes de discriminar o homozigoto dominante do heterozi-
goto, fornecem mais informacdes genéticas. Para codificacao
a partir do gel desses marcadores, o genétipo homozigoto
dominante é codificado por 11, o heterozigoto por12 e o
homozigoto recessivo por 22 (Figura 5). Caso o marcador seja
multialélico, basta acrescentar os numeros correspondentes
ao numero de cada alelo.

M 1 23 456 7 8 91011121314151617 1819 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 305

—
- <4
g
-
-
-
-
)
“d !

r
L

Figura 5: Gel fotodocumentado para 30 individuos da espécie
Dalbergia nigra, expondo o genétipo dos individuos amostrados

Fonte: Adelson Lemes da Silva Junior, em 11/08/2020.

Vale ressaltar que as tecnologias de sequenciamento de nova
geracdo (NGS) possibilitam a genotipagem e a diferenciacao
de fragmentos que se divergem em apenas 1pb (par de base),
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determinando o tamanho de cada alelo. Essa metodologia
permite a obtencado de /oci microssatélites com maior grau
de polimorfismo e, também, a identificacdo dos homozigotos
(por exemplo, alelos 0101 e 0202 ou 200/200 e 202/202 pb) e
dos heterozigotos (por exemplo, alelos 0102 ou 200/202 pb).

Apds a codificacdo dos géis ou via sequenciamento de
marcadores codominantes, é possivel obter a matriz de
dissimilaridade e empregar técnicas de agrupamento ou
de projecdo de medidas de dissimilaridade, como orientado
por Cruz, Ferreira e Pessoni (2020). Assim, pode-se estudar
a diversidade genética dentro da populacao seguindo, basi-
camente, os passos da Figura 4, alterando os indices de simi-
laridade e dissimilaridades para os parametros adequados.
Entretanto, as informacdes obtidas por esses marcadores
também podem ser empregadas para estimar a distancia
genética entre as populacdes. Cruz, Ferreira e Pessoni (2020)
trazem diversos métodos para estimar a variagao genética e
conhecer a estrutura populacional, com aplica¢des variadas
em niveis individual, intrapopulacional e interpopulacional.

Zanella e demais autores (2017) descrevem os procedimentos
para geracao, organiza¢ao, analise e emprego desses marca-
dores microssatélites genotipados. Entre as analises que
podem ser realizadas, esses autores descrevem as analises de
diversidade genética, que possibilitam estimar parametros
entre individuos de uma populacgao, entre populacdes e entre
espécies ou grupos espécies. Os marcadores microssatéli-
tes sdo rotineiramente usados para estudos da genética de
popula¢bes naturais e filogeografia (MANGARAVITE et al., 2016;
TOTH et al., 2017), constituindo ferramentas importantes em
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estratégias de conservac¢ao, bem como na biologia reprodu-
tiva e na ecologia das espécies.

As estimativas da estrutura populacional dentro de uma
espécie possibilitam estimar os niveis de fluxo génico e
dispersao entre populacdes, fornecem dados sobre a diferen-
ciacdo genética dessas populacdes ao longo da distribuicao
geografica do organismo e possibilitam a identificacdo de
barreiras genéticas, migrantes, taxa de migracao por gera-
¢ao, individuos miscigenados e zonas hibridas.

A partir do conhecimento dos gendtipos dos individuos da
populacdo via marcadores codominantes, podem-se calcu-
lar as frequéncias alélicas. Entretanto, com a aplicacao dos
marcadores dominantes, sé é possivel calcular as frequéncias
alélicas se for constatado que a populagao amostral se encon-
tra em equilibrio de Hardy-Weinberg. Outras informacdes a
respeito desses calculos serao abordadas no préximo tépico.

Como conhecer a estrutura
genética das populacdes

Nos estudos de genética da conservacdo, é necessario
entender a estrutura genética das populacdes em analise.
Nesse sentido, a genética de popula¢des traz medidas
interessantes a serem empregadas na aplicacdo das leis da
hereditariedade, como as de Mendel, e outros principios da
genética. Nessas analises, todos os gendtipos individuais
de uma populagdo sdo considerados, e a probabilidade de
cruzamentos entre eles corresponde a ocorréncia desses
genaotipos na populagdo. Assim, sdao estimados os descritores
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genéticos basicos de uma populacao, permitindo entender
a sua estruturacdo.

Além da estrutura genética, nos estudos da genética de
populacdes, busca-se conhecer a dindmica da variacdao gené-
tica dentro e entre populacdes, a fim de descobrir e entender
0s processos (migracdo, mutacao, selecdo, deriva genética,
entre outros) que podem afetar a frequéncia dos alelos e os
gendtipos na populagao. Nesse sentido, a estrutura genética
de uma populagao pode ser estudada a partir da afericdo dos
seus descritores basicos, que sao as frequéncias alélicas (p
e g) e genotipicas (D, H e R) e seus comportamentos ao longo
das geracdes. Esses descritos genéticos basicos da populagao
sdo varidveis bastante conectadas e fornecem uma medida
matematica que quantifica a variacdao genética, possibilitando
o estudo dos diferentes gendtipos nas diferentes populagdes.

Por exemplo, a partir das analises do gel da Figura 5 e consi-
derando que o marcador representa um gene (A) (/loco A)
com duas formas alélicas (A/a), "p" e "q" e as frequéncias
genotipicas observadas por "D", "H", e "R", obtém-se a Tabela 1:

Genoétipo Namero de Frequéncia Frequéncia
Codificacdo corres onzente individuos er?otl' ica er?otl' ica
P observados g P 9 P
11 AA 10 D = N11/N D=10/30=0,33
12 Aa 13 H = Ni2/N H=13/30=0,44
22 aa 7 R = N22/N R=7/30=0,23
30 1

Tabela 1: Frequéncia genotipica e alélica na populacdo estudada

pelo marcador do gel da Figura 5
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Assim, obtém-se as frequéncias alélicas:

f(A)=p=D+(1/2)H=0,33+(1/2)x0,44=0,55
f(a)=q=R+(1/2)H=0,23+(1/2)x0,44=0,45

p+q=1 —> 0,55+0,45=1

Fonte: elaborado pelos autores.

Arvores filogenéticas de um grupo, seja populacdes ou espé-
cies de parentesco préoximo, podem ser construidas a partir
das distancias genéticas quantificadas por meio das frequén-
cias alélicas ou genotipicas obtidas a partir de diferentes
marcadores moleculares (locus). Fatores genéticos e ambien-
tais podem provocar o distanciamento genético ou aumentar
a similaridade entre populacdes. Esse grau de diversidade
pode ser avaliado também por medidas, como a heterozigo-
sidade, grau de fixagdo e correlacao intergenotipica.

Quando calculadas a partir de diferencas das frequéncias
alélicas, as diferencas genéticas sao pequenas entre as popu-
lacdes. Considerando apenas um /oco, vale ressaltar que duas
populac¢des seriam mais distantes geneticamente quando
uma populacao tiver as frequéncias alélicasde p=1eq=0ea
outra populacao tiver p= 0 e q=1. Essa situagao representa a
fixacdo génica, ou seja, indica que, para a primeira populacao,
ocorreu a fixacdo do alelo A, e, para a segunda, do alelo a.
Entretanto, o que encontramos na natureza sdo variacdes de
pO<p<)eq(0<g=<).

A base da genética de popula¢gdes € o Equilibrio de
Hardy-Weinberg (EHW), o qual considera que, em uma popu-

lacao suficientemente grande e na auséncia de selecado,
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migracao e mutac¢do, o equilibrio é atingido apés uma
geracdo de acasalamento ao acaso (“aaa”), de maneira que
a relacao genotipica se torna igual ao quadrado da frequén-
cia génica e, com as sucessivas geracdes de acasalamento
ao acaso, permanece inalterada. No entanto, as populac¢des
naturais nao atendem a esses pressupostos, pois o EHW &
uma condicdo hipotética. Entretanto, esse conhecimento
preditivo permite aos pesquisadores observar quais desvios
estdo ocorrendo e propor os possiveis fatores evolutivos
envolvidos, reconhecendo, assim, a dinamica evolutiva da
espécie em determinadas regides.

Para ilustrar o EHW, sera considerada como populac¢do inicial
a mesma da Tabela 1, com gendtipos AA, Aa e aa, nas frequén-
cias D, H e R, respectivamente. As frequéncias alélicas sao p
e q para A e a, respectivamente. Considerando que ocorre
acasalamento ao acaso entre os individuos dessa popula-
¢ao, pode-se predizer a descendéncia, conforme ilustrado
na Tabela 2.

Para determinar se a popula¢do esta ou ndo em equilibrio
de Hardy-Weinberg, é necessario aplicar testes estatisticos,
como o classico teste de qui-quadrado, o teste de razao
de verossimilhanca e o teste exato de Fisher (PONTES et al.,
2020). Esses testes sdao aplicados comparando os valores
genotipicos observados e esperados para testar a hipdtese
de nulidade.
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Genétipo F,rgquéncia Frequéncia genotipica
genotipica observada esperada

AA p=0,33 p?=(0,55?=0,30

A H=0,24 2pq = 2X0,55x0,25 = 0,50 F’Z*Z_Pﬁ*qz

aa R=0,23 g2=1(0,452=0,20
fiA)=p.=p=0,55

+g =1

fa)=q.=q=0,45 Prd

Tabela 2: Frequéncia genotipica e alélica numa populacdo em
Equilibrio de Hardy-Weinberg

Fonte: elaborado pelos autores.

Se a hipotese de nulidade nao for aceita, pode-se deduzir
que os pressupostos de Hardy-Weinberg nao estdao sendo
satisfeitos e que ocorrem desvios das expectativas. Todavia,
dependendo de qual pressuposto nao for satisfeito, esses
desvios podem ou nao ser estatisticamente detectaveis. Sao
causas desses desvios: efeito Wahlund, fluxo génico, muta-
cdes, acasalamento ndo aleatério, selecao ou deriva genética.
Nesse sentido, as altera¢bes das frequéncias alélicas e geno-
tipicas e sua posterior quantificacdo auxiliam o entendimento
dos possiveis fatores evolutivos atuantes. A ocorréncia de
acasalamento preferencial, por exemplo, altera apenas as
frequéncias genotipicas relativas aos genes especificamente
envolvidos, ao passo que a deriva genética € particularmente
efetiva - e mais facilmente diagnosticada - em populag¢des
pequenas, e suas altera¢cdes ndo podem ser previstas.

Muitas vezes, desvios causados por selecdo, fluxo génico e

mutac¢des de qualquer natureza precisam de valores signifi-
cativamente altos para serem detectados, o que enfraquece
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o teste de desvios das proporc¢des de Hardy-Weinberg para
avaliagcdo das mudancgas em uma populacdo. Oliveira, Santos
e Cruz (2020) utilizaram os mapas auto-organizaveis de
Kohonen (SOM), um tipo de rede neural, para perceber as
variacdes que os fatores evolutivos causavam nas popula-
¢Oes. Esses autores verificaram que o SOM é capaz de organi-
zar as populacdes sob selecado, deriva genética, migra¢ao ou
selecdo divergente em grides, e que essa organizacdo pode
ser explicada pelas particularidades de cada fator evolutivo
envolvido. Assim, esses autores verificaram que a metodo-
logia foi eficiente para detectar essas altera¢cdes em 100 /oci
das populag¢des avaliadas.

O numero de /oci abordados no trabalho de Oliveira, Santos
e Cruz (2020) é oportuno, pois, quando se consideram as
informacdes de varios /oci, é possivel obter informacgdes
de maior credibilidade sobre as reais condi¢des da popu-
lacdo em analise. Entretanto, ao avaliar um numero maior
de loci, outros efeitos devem ser levados em consideracao:
desequilibrio de ligacao, desequilibrio de fase gamética
e associacao alélica (FLINT-GARCIA; THORNSBERRY; BUCKLER,
2003), que concernem a associacao nao aleatdria de alelos
de diferentes loci nos gametas. Esse fator se torna interes-
sante ao observarmos que o conhecimento do desequilibrio
permite elucidar fendmenos genéticos e evolutivos ocorridos
ao longo de geragdes nas populacdes ou espécies (SANTOS;
OLIVEIRA; SILVA, 2020).

Segundo Cruz, Ferreira e Pessoni (2020), a presenca do dese-
quilibrio de ligacao pode indicar que, apesar de a populagao
ser panmitica, uma estratificacao pode persistir dentro da

GENETICA DA CONSERVACAO: DIVERSIDADE E ESTRUTURA GENETICA 121
COMO ESTRATEGIAS DE CONSERVACAO



populacdo, de forma que ainda permanece um conjunto
génico preferencial, derivado dos ancestrais, que subdivide
a populacdo e sé gradualmente se homogeneizara. Essa
homogeneizacdao dependera, principalmente, da taxa de
recombinacdo entre os dois /oci, podendo ser extremamente
lenta, sobretudo entre os /oci estreitamente ligados, mas
ndo somente nessa condi¢do. Assim, o equilibrio de ligacgao,
guando constatado, sera indicativo de que a populagao ja
passou por sucessivos ciclos de acasalamentos ao acaso e
se encontra livre de forcas evolutivas.

Apesar de ser conhecida a existéncia de acasalamentos ao
acaso, se o desequilibrio de ligacdo é detectado, postula-se a
hipotese de que alguns fatores evolutivos devem ter atuado e
constituem elementos perturbadores em relacdao ao modelo
de Hardy-Weinberg. Ainda que a quebra do isolamento ou
gue processos seletivos abranjam apenas uma geracgao,
eles geram novos desequilibrios gaméticos, que, por sua
vez, podem, se entre loci préximos, persistir durante muitas
geracdes. Por isso, o grande interesse na avaliagdao dos
desequilibrios de ligagao reside no fato de eles assinalarem
retrospectivamente eventos de introduc¢do de alelos e alte-
racao nas suas frequéncias no passado da populagao (CRUZ;
FERREIRA; PESSONI, 2020).

Varias metodologias para estimar o desequilibrio de ligacao
tém sido amplamente descritas em revisdes, ao passo que
mais explicacbes e exemplos sobre o desequilibrio de ligacao
podem ser encontradas nos trabalhos de Santos, Oliveira e
Silva (2020) e de Cruz, Ferreira e Pessoni (2020).
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Desafios e perspectivas do uso da
genética para a conservacao

A genética da conservacao reune informacdes das diferentes
areas da genética para identificar a diversidade e compreen-
der a sua mudancga ao longo da evolugdo. Assim, este capitulo
abordou metodologias para acessar a variabilidade genética
por meio do emprego de marcadores moleculares e, a partir
deles, propor analises sobre a diversidade genética entre
e dentro das popula¢bes. Entender a diversidade genética
das popula¢bes torna-se importante na medida que permite
supor os eventos evolutivos que ocorrem nessas populag¢des
e viabilizar o entendimento de como essas mudancas genéti-
cas contribuem para a diferenciacao das populacdes ao longo
da distribuicao temporal e geografica.

Os estudos da genética de popula¢des buscam conhecer a
dinamica da variacdo genética dentro e entre populacdes, a
fim de descobrir e entender os processos (migra¢ao, muta-
¢ao, selecao, deriva genética, entre outros) que podem
afetar a frequéncia dos alelos e genétipos nas populagdes.
O conhecimento gerado por esses estudos oportuniza deli-
near estratégias para a manutencao e sobrevivéncia da(s)
espécie(s). Sem esse conhecimento, é possivel afirmar que
um numero sem precedentes de espécies estaria em estado
de vulnerabilidade ou até mesmo extinta.

Os mapas auto-organizaveis de Kohonen (SOM), um tipo de
rede neural, vém se destacando como uma ferramenta de
analise que visa perceber as variacdes que os fatores evoluti-
vos causavam nas populacdes. Oliveira, Santos e Cruz (2020)
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verificaram que o SOM é capaz de organizar as populacdes
sob selecdo, deriva genética, migracao ou selecdo diver-
gente em grides, e que essa organiza¢ao pode ser explicada
pelas particularidades de cada fator evolutivo envolvido.
Entretanto, esses estudos foram realizados considerando
marcadores codominantes.

Com relacdao aos marcadores dominantes, apesar de gerarem
menos informacdes, ainda estao sendo empregados devido
a seu baixo custo e generalidade, principalmente em espé-
cies pouco exploradas e/ou com baixo interesse econémico.
Assim, espera-se que o uso de marcadores codominantes se
torne cada vez mais acessivel, e as perspectivas sao de que
as tecnologias atuais e futuras de sequenciamento amplo do
genoma permitirdo o acesso cada vez mais rapido e abran-
gente das informacdes genéticas.
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