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Resumo

Esse artigo apresenta uma revisdo sobre o uso de marcadores moleculares e citogenéticos aplicados a deteccdo da
biodiversidade vegetal. Sdo citados exemplos de aplicacio destas ferramentas na investigacdo de tdxons pertencentes
as familias de Monocotiledoneas, Iridaceae e Poaceae, que sdo alvo de pesquisa cientifica dos autores desse artigo.
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Abstract

We present here a review of the use of molecular markers and cytogenetic data, applied to the detection of plant
biodiversity. We mentioned a few examples of application of these tools in the investigation of taxa belonging to
the families of monocotyledonous Iridaceae and Poaceae, which are the subject of scientific research of the authors
of this review.
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1 Introducao

dade e variabilidade existente entre organismos

vivos e as complexidades ecoldgicas nas quais
eles ocorrem. O Brasil é considerado o pais detentor da
maior diversidade bioldgica do Planeta e com a maior
diversidade genética vegetal do mundo, estimada entre
350.000 e 550.000 espécies (GUERRA & NODARI, 2003).
A magnitude desta biodiversidade é estimada em mais
de dois milhdes de espécies distintas de plantas, animais
€ microorganismos.

Apesar desta megadiversidade vegetal, a biodiversi-
dade da flora brasileira ¢ apenas parcialmente conhecida.
Os organismos que dela fazem parte carecem, em sua
maioria, de conhecimento quanto as relagdes filogenéticas
e niveis de diversidade genética de uma forma global.
Nesse contexto, estudos de sistematica e genética vegetal
sao essenciais para disponibilizar conhecimento sobre os
taxons a fim de estabelecer programas de conservagao
e uso adequado de espécies com potencial economico.

Estudos que visam caracterizar e conhecer as relagoes
de parentesco dos taxons tém se servido de ferramentas
de biologia molecular. Desde a década de 1980, cientistas
vém desenvolvendo novas tecnologias que permitem
explorar os genomas dos organismos e desvendar os
niveis de variabilidade e de diversidade genética. No
caso de plantas, caracteristicas intrinsecas dos genomas
vegetais sdo utilizadas em associagdo com estratégias
moleculares para conhecer as relagdes filogenéticas entre
os taxons e assim, propor sistemas de classificagao de
espécies a partir das relagdes de parentesco. Uma das
grandes vantagens no uso de caracteres moleculares em
comparacao ao fendtipo observado por caracteristicas
morfologicas é a objetividade da interpretagdo dos da-
dos, além de nao haver influéncia ambiental direta nos
caracteres observados.

B iodiversidade pode ser definida como a varie-

2 Marcadores Moleculares

A busca na deteccdo dos niveis de variabilidade ge-
nética, além de importante para estudos com enfoque
na evolugao dos grupos taxondmicos, pode ser utili-
zada por ecologos e sistematas em outras abordagens
investigativas; por exemplo, em estudos de inferéncia
de parentesco, na delimita¢ao de espécies, na deteccao
sobre os modos de reprodugao e estrutura populacional,
e em estimativas de niveis de migragao e dispersao nas
populagdes (AVISE, 1994).

Na primeira metade do século XX, técnicas de genética
classica eram utilizadas. A partir da segunda metade
desse mesmo século, novas técnicas foram surgindo,
permitindo o acesso direto as informagdes do DNA,
RNA e proteinas. A eletroforese de isoenzimas consti-
tuiu-se na primeira ferramenta utilizada em estudos de
variabilidade genética e é fundamentada nos genotipos

detectados a partir de padrdes eletroforéticos (PINTO et
al., 2001; SOLFERINI & SCHEEPMAKER, 2001).

No final da década de 1960, a descoberta das enzimas
de restrigao por Linn e Arber (1968) e Meselson e Yuan
(1968), revolucionou a emergente Biologia Molecular.
Em 1974, Grodzicker et al. utilizaram pela primeira vez
a técnica atualmente denominada de RFLP (“Restriction
Fragment Lenght Polymorphism”), que utiliza enzimas de
restricao para a detecgao de polimorfismos moleculares
(ARIAS & INFANTE MALACHIAS, 2001). Entretanto,
o advento que revolucionou a biologia molecular foi a
criacdo da técnica da PCR (“Polymerase Chain Reaction”),
em 1985, pelo bioquimico Kary B. Mullis, o que lhe rendeu
o Prémio Nobel de Quimica, em 1993. Esta metodologia
fundamenta-se na sintese in vitro de moléculas de DNA,
utilizando neste procedimento uma enzima DNA poli-
merase termoestavel (SAIKI et al., 1988). Desde entao,
novas técnicas fundamentadas em PCR vém surgindo.
Atualmente, os marcadores moleculares sao utilizados
com os mais diversos enfoques, incluindo estudos de
variabilidade genética, programas de melhoramento
vegetal, estudos evolutivos, entre outros. Os diversos
tipos de marcadores moleculares disponiveis diferen-
ciam-se pela tecnologia utilizada, pela habilidade de
detectar diferencas entre individuos, custo, facilidade de
uso, consisténcia e reprodutibilidade. Segundo Milach
(1998), os tipos de marcadores moleculares dividem-se
em dois grupos, conforme a técnica: hibridizagao (fun-
damentado em enzimas de restricdao) ou amplificagao
de DNA (PCR).

Entre os marcadores mais conhecidos identificados por
hibridizagao estao os marcadores RFLP e minissatélites
ou locos VNTR (Variable Number of Tandem Repeats;
JEFFREYS, WILSON & THEIN, 1985). Na classe de
marcadores revelados por amplificacdo, estao os mar-
cadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA;
WILLIAMS et al., 1990), os microssatélites ou SSR (Simple
Sequence Repeat; LITT & LUTTY, 1989) e 0s ISSR (Inter
Simple Sequence Repeat; ZIETKIEWICZ, RAFALSKI
& LABUDA, 1994). AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism; VOS et al., 1995), outra tecnologia uti-
lizada para analise do polimorfismo molecular, é uma
metodologia hibrida entre os dois procedimentos basicos,
pois inclui uma etapa dirigida por enzimas de restrigao,
seguida pela sintese por PCR dos fragmentos de DNA
obtidos pela digestao enzimatica. Possivelmente, a maior
utilidade pratica destas metodologias foi o desenvol-
vimento de detalhado mapeamento cromossomico em
uma variedade de organismos, o que contribuiu para o
conhecimento atual dos genomas vegetais. O melhora-
mento genético classico também usufruiu das vantagens
do uso de marcadores moleculares e, atualmente, sao
bem estabelecidas estratégias de selecdo indireta de
marcadores genéticos ligados a caracteristicas simples
ou quantitativas (GUPTA et al., 1999).

Entre os tipos de marcadores moleculares derivados
de PCR, encontram-se aqueles obtidos através de pri-
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mers nao especificos. Sua popularidade provavelmente
decorre da auséncia de conhecimento a priori do genoma
da espécie-alvo, tornando-os especialmente adequados
aquelas situagdes em que nao ha pesquisa genética prévia,
um fato bastante corriqueiro na maioria das espécies nao
domesticadas (NYBOM, 2004). Por exemplo, ISSR sao
marcadores de DNA do tipo fingerprinting, e o polimor-
fismo é observado a partir do tamanho de sequéncias
(Figura 1 A-C) que entremeiam microssatélites (GUPTA
et al., 1994; ZIETKIEWICZ, RAFALSKI & LABUDA,
1994). Sdo considerados como semi-arbitrarios, multi-
locos, de ampla distribui¢ao ao longo do genoma e de
evolucao rapida, amplificados através de PCR usando
um unico primer, desenhado a partir de uma repeticao
di- ou trinucleotideo, a qual pode ser ancorada ou nao
(ZIETKIEWICZ, RAFALSKI & LABUDA, 1994; GODWIN,
AITKEN & SMITH, 1997). Por suas caracteristicas, po-
dem ser utilizados para a caracterizagao molecular de
cultivares e de niveis taxondmicos inferiores, em analise
da diversidade, fingerprinting e mapeamento gendmico.

Outra maneira de classificar os marcadores molecu-
lares leva em consideragao a possibilidade de identifi-

Herbertia lahue

cacao de heterozigotos. Nesse tipo de classificacao, os
marcadores sao denominados dominantes, quando os
genotipos heterozigotos ndo sao identificados (ou seja,
obtém-se um padrao simples de presenca ou auséncia
de bandas), ou codominantes, quando é possivel identi-
ficar heterozigotos. Marcadores do tipo microssatélites
sao considerados marcadores codominantes, enquanto
marcadores do tipo RAPD e ISSR sao tratados como
marcadores dominantes. Duas caracteristicas fazem com
que a analise estatistica de marcadores dominantes seja
menos informativa em comparagao aos codominantes:
a sua natureza bialélica e dominante. Normalmente,
bandas ISSR sao codificadas como presentes ou ausen-
tes, resultando em uma matriz binaria de caracteres. No
caso da banda presente, ha dificuldade em distinguir
os individuos heterozigotos, a menos que o genotipo
seja inferido através de estudos de pedigree (LYNCH;
MILLIGAN, 1994; NYBOM, 2004; BONIN, EHRICH &
MANEL, 2007). Isso faz com que a analise estatistica de
marcadores dominantes torne-se sujeita a pressupostos
adicionais (LYNCH & MILLIGAN, 1994). O uso conco-
mitante de metodologias tradicionais de estimativa de
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Figura 1. Perfil eletroforético obtido via PCR para marcadores ISSR, utilizando o primer SP03 em amostras de
Herbertia lahue (A) e Herbertia quareimana (B), e o primer ISSR3 em amostras de Chascolytrum e Briza minor (C).

M=marcador; B=Briza minor.
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frequéncia alélica e procedimentos probabilisticos (a
andlise Bayesiana) constitui uma pratica interessante
que visa consolidar os resultados (BONIN, EHRICH &
MANEL, 2007; GEORGE, SHARMA & YADON, 2009).

No caso dos marcadores dominantes, as estimativas
de frequéncia alélica exigem que pressupostos adicionais
sejam adotados, ou que informagdes sobre o coeficiente
de inbreeding das populagdes analisadas estejam dis-
poniveis (BONIN, EHRICH & MANEL, 2007). Os pro-
cedimentos que levam a estas estimativas enfatizam o
nivel de populacado. Muitas dessas estatisticas assumem
o equilibrio de Hardy-Weinberg em suas derivagdes, o
que determina um viés na analise. Entretanto, o méto-
do Bayesiano de analise implementado por Holsinger,
Lewis e Dey (2002) nao considera o pressuposto de
Hardy-Weinberg nos calculos, bem como nao assume
um conhecimento a priori do grau de inbreeding dentro
das populagdes em estudo. Desta maneira, esse tipo de
estimativa surge como uma alternativa de analise para
marcadores bialélicos e, de fato, tem sido bastante utili-
zada para inferir parametros de genética de populagdes
em espécies vegetais (BONIN, EHRICH & MANEL, 2007;
GEORGE, SHARMA & YADON, 2009).

A analise molecular da variancia (AMOVA), desenvol-
vida por Excoffier, Smouse e Quattro (1992), caracteriza
outra metodologia para estimativas de estruturagao ge-
nética de populagdes. A base para essa analise, no caso
de marcadores dominantes, é o calculo de uma matriz de
distancias fenotipicas, cujos componentes sao tratados
como desvios da média de um grupo. Trata-se de uma
estatistica facilmente aplicavel em diversas situa¢des
e amplamente utilizada para a andlise de populagdes
vegetais.

A analise molecular da diversidade dos tdxons tem
se mostrado util no desenvolvimento de estratégias
conservacionistas, bem como para a compreensao dos
processos evolutivos envolvidos na diversificagao. A
obtencao de marcadores polimorficos é crucial para
estimativas confiaveis de diversidade genética, visto
que marcadores moleculares diversos mostram niveis
diferentes de divergéncia genética, dependente prin-
cipalmente da taxa evolutiva intrinseca a cada regiao
genomica (WOLFF & MORGAN-RICHARDS, 1998).

Em Iridaceae (Asparagales), uma melhor compreensao
do relacionamento filogenético foi alcangada ap6s utili-
zar regides do genoma plastidial nas analises (SOUZA-
CHIES et al., 1997; REEVES et al., 2001; GOLDBLATT et
al., 2008). Atualmente, uma maior resolucao filogenética
para complexos de géneros ou espécies de Iridaceae
tem sido obtida combinando analises moleculares, ci-
togenética, morfologia, biologia floral e biogeografia
(GOLDBLATT, BERNHARDT & MANNING, 2002;
WILSON, 2003, 2004, 2011; RODRIGUEZ, SYTSMA,
2006; PETERSEN et al., 2008; CHAUVEAU et al., 2011,
2012; LOVO; WINKWORTH & MELLO-SILVA, 2012;
KARST & WILSON, 2012).

Iridaceae (Figura 2 A-C) compreende cerca de 2.030

espécies distribuidas entre 65 a 75 géneros (GOLDBLATT
etal., 2008; APG III, 2009). Esta é uma familia botanica de
grande importancia, ndo somente por apresentar varias
espécies utilizadas em jardinagem, mas também pela
ampla presenca como componente de varias formagdes
vegetais. O interesse econdmico em Iridaceae é bastante
difundido nos paises da Europa e dos Estados Unidos,
onde cultivos comerciais visando a industria de flores
de corte para paisagismo de jardins sao importante fonte
de renda (GOLDBLATT, MANNING & RUDALL, 1998;
GOLDBLATT & MANNING, 2008). Uma caracteristica
importante para a familia é a extensa variacao morfologica
vista em alguns grupos, o que torna os relacionamentos
internos complexos. Assim, marcadores moleculares tém
sido utilizados com sucesso tanto para a caracterizagao
molecular de cultivares e de espécies (CAIOLA, CAPUTO
& ZANIER, 2004; DE MARCO et al., 2009; MORAGA et
al., 2010; RANJAN et al., 2010; TACUATIA et al., 2012b),
quanto para a obtencao de estimativas de parametros
de genética de populagdes (HANNAN & ORICK, 2000;
WROBLEWSKA et al., 2003; DE MARCO et al., 2009;
TACUATIA et al., 2012a), ou mesmo, para auxiliar na
investigacao de mecanismos envolvidos na especiacao,
correlacionando com informagdes ecoldgicas (RYMER
et al., 2010). O mérito desses estudos foi esclarecer a
complexidade evolutiva de alguns grupos de Iridaceae,
evidenciando que a citogenética e a biologia da polini-
zagao foram fundamentais para a diversificagao e para a
adaptacao de novidades evolutivas surgidas na familia.

As nossas analises combinando dados de marcadores
moleculares ISSR, sistema reprodutivo e citogenética,
produziram um panorama evolutivo para espécies de
Herbertia Sweet (Figura 2-A), um pequeno género sul-a-
mericano presente constantemente em areas de campo
aberto no sul do Brasil. Herbertia se encontra agrupado
dentro do chamado clado A de Tigridieae (CHAUVEAU
etal., 2012), e suas espécies compartilham inimeras simi-
laridades quanto a morfologia vegetativa. Em Herbertia,
a delimitacao de algumas espécies ainda é confusa e
uma série de caracteristicas conspicuas ou nao, tornam
a complexidade evidente: varia¢des intraespecificas da
morfologia floral, diversos niveis de ploidia e combi-
nagdes de recompensa floral (pdlen e/ou 6leos florais).

Assim como para outras Iridaceae, o sistema repro-
dutivo foi importante para a evolugao de Herbertia e
pode-se inferir uma transigao a partir da autoincompati-
bilidade (um estado predominante em espécies basais de
Iridaceae) em direcdo a total autocompatibilidade [que
é visivel em Herbertia lahue (Molina) Goldblatt, (Figura
2-A)]. Provavelmente, a variagao morfoldgica identificada
em H. lahue é o resultado de uma complexa interacao
entre ocorréncia de citotipos, autogamia e adaptacao a
nichos ecoldgicos diferenciados, o que também reflete nos
parametros de genética de populagdes inferidos para a
espécie: a diversidade genética intrapopulacional é baixa
e as populagdes sao bastante diferenciadas (Stiehl-Alves
et al.,, in prep.). Outras espécies de Herbertia que pos-
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Figura 2. Espécies de Iridaceae e Poaceae encontradas em dreas de campo ao Sul do Brasil: Herbertia lahue
(Molina) Goldblatt (A), Cypella fucata Ravenna (B), Sisyrinchium micranthum Cav. (C), Briza maxima L. (espécie
exotica, adventicia) (D), Chascolytrum rufum J. Presl (E), e, Chascolytrum uniolae (Nees) L. Essi, Longhi-Wagner &

Souza-Chies (F).

suem algum tipo de barreira a autogamia, apresentaram
estimativas de diversidade genética intrapopulacional
altas, coerentes com o esperado para espécies autoin-
compativeis (Stiehl-Alves et al., in prep.). De um modo
geral, nds observamos que as populac¢des sao bastante
diferenciadas geneticamente, algo ja evidenciado em
outros estudos em Iridaceae (HANNAN & ORICK,
2000; WROBLEWSKA et al., 2003; DE MARCO et al.,
2009; RYMER et al., 2010; TACUATIA et al., 2012a).
Possivelmente, o sistema de dispersao de sementes tem
forte impacto na diferenciacdo genética de populagdes
de Iridaceae, visto que, caracteristicamente, a barocoria
permite que as sementes sejam alocadas por distancias
restritas intra-populacionalmente.

Em Poaceae (Poales; Figura 2 D-F), os dados molecula-
res tém trazido contribuigdes valiosas para a compreensao
de sua evolugao e sistematica. Trata-se de uma familia

cosmopolita, que apresenta taxonomia complexa, por
ser muito diversificada em termos taxonémicos, porém
relativamente homogénea vegetativamente. A determi-
nagao e classificagdo dos taxons € bastante dependente
de caracteres pouco conspicuos das estruturas repro-
dutivas ou mesmo de morfologia interna. Sao cerca de
10.000 espécies no mundo (CLAYTON & RENVOIZE,
1986), sendo 1.429 com ocorréncia confirmada no Brasil
(FILGUEIRAS et al., 2014). Diversos grupos de grami-
neas apresentam problemas de circunscrigao, sendo os
estudos evolutivos muitas vezes dificultados devido a
ocorréncia frequente de hibridos naturais, poliploidia
e apomixia.

Estudos com marcadores dominantes e co-dominantes
baseados em PCR tém sido utilizados ha muito tempo
na elucidagado da variabilidade genética de espécies
exoticas cultivadas e nativas, bem como em programas
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de melhoramento vegetal. No caso de Poaceae, o uso de
dados de sequéncias de DNA nucleares e plastidiais tém
colaborado para a compreensao dos relacionamentos
filogenéticos em diversas categorias taxondmicas, desde
a proposicao de novos arranjos no nivel de subfamilia
(GPWG, 2001; GPWG I, 2012), tribos (SANCHEZ-KEN
& CLARK, 2010) subtribos (MATHEWS et al., 2002), até
géneros e espécies (BARKER et al., 2003; CHEMISQY et
al., 2010; ESSI, LONGHI-WAGNER & SOUZA-CHIES,
2008). Embora Poaceae venha sendo investigada com o
uso de ferramentas da biologia molecular ha muitos anos,
por se tratar de uma familia com grande importancia
econdmica, a compreensao plena de sua evolugao esta
longe de ser atingida.

Uma das principais aplicagdes dos marcadores mo-
leculares para a familia tem sido na elucidagao de con-
trovérsias taxonomicas. Alguns taxons de gramineas
vém sendo abordados por nosso grupo de pesquisa,
em parceria com pesquisadores de diversas institui¢oes
do Brasil. Estudos do género Paspalum L. (FERREIRA,
SOUZA-CHIES, 2005; SOUZA-CHIES et al., 2006; ESSI
& SOUZA-CHIES, 2007) demonstraram que certos gru-
pos informais amplamente aceitos pelos especialistas
nao compunham grupos naturais, sendo necessarias
reconsideragdes taxondmicas. Também foi investigado
um complexo de espécies e géneros afins de gramineas
microtérmicas — o Complexo Briza (ESSI, LONGHI-WAG-
NER & SOUZA-CHIES, 2008; Figura 2 D-F), e gracas aos
resultados de andlises filogenéticas utilizando sequén-
cias de DNA, elucidou-se parte de sua problematica
taxondmica e evolutiva, propondo-se um rearranjo dos
géneros envolvidos.

Além dos estudos que integram taxonomia classica e
filogenia, o grupo tem utilizado marcadores moleculares
do tipo ISSR e microssatélites para avaliar a variabilida-
de genética de espécies de potencial forrageiro, como
Paspalum notatum Alain ex Fliiggé (CIDADE et al., 2008;
CIDADE et al., 2009; CIDADE et al., 2010; CIDADE et
al., 2013) e Paspalum atratum Swallen (CIDADE et al.,
2013). Marcadores ISSR (Figura 1-C) também foram
utilizados como complemento a dados morfologicos
em decisoes taxondmicas em estudo sobre o Complexo
Briza (ESSI, 2007).

3 Citogenética Vegetal

A citogenética, ciéncia que estuda os cromossomos,
sua arquitetura e comportamento, desenvolveu-se prin-
cipalmente a partir do inicio do século passado e seu
crescente progresso acompanhou o aprimoramento de
técnicas e equipamentos de microscopia. Desde entao,
grandes avangos metodoldgicos e conceituais tem se
acumulado levando a caracterizagdo de genomas de
diferentes espécies, e, assim, contribuindo para o co-
nhecimento basico e aplicado em diversas dreas, como o
melhoramento genético, a genética médica, a mutagénese,

e, sobretudo, na taxonomia e evolucao.

Desde o inicio do século XX a taxonomia tem feito
uso de dados citogenéticos (GUERRA, 1990). Estudos
citotaxondémicos sao, em sua grande maioria, voltados
a grupos taxonomicos de regides temperadas, em espe-
cial, a flora europeia e a norte-americana. Entretanto, os
mecanimos evolutivos carioldgicos podem nao ser os
mesmos em plantas temperadas e tropicais, portanto
nado possuindo o mesmo significado. Por esse motivo
e baseado em evidéncias (STEBBINS, 1966; LEVIN &
FUNDERBURG, 1979) que comprovaram esta hipdtese,
Guerra (1990) aponta para a necessidade de desen-
volvimento de muitos mais estudos citogenéticos em
plantas tropicais que busquem significados evolutivos
e taxondmicos para tal discrepancia.

O uso da citotaxonomia contribui para a avaliagao
das relacdes genéticas entre espécies ou populagdes e
para um melhor entendimento de como elas divergiram
entre si, uma vez que o caritipo se mantém razoavel-
mente estavel mesmo diante de variagdes ambientais ou
aquelas que ocorrem ao longo do desenvolvimento do
individuo (GUERRA, 1988, 2008). Alguns aspectos do
cariotipo sao claros indicadores de aberragdes na meio-
se ou esterilidade, barreiras reprodutivas ou processo
evolutivo unidirecional. Ainda que seja considerado o
parametro mais simples do cariétipo, a determinagao
do nimero cromossOmico apresenta algumas vantagens
para a citotaxonomia, sendo a técnica mais rapida, barata
e facil de obter informagdes importantes a respeito do
genoma de uma espécie. Além disso, o ntimero cro-
mossomico é o dado taxondmico mais conhecido para
todas as familias e para a maioria dos géneros de plantas
(GUERRA, 2008). A partir da determinagao do nimero
cromossdmico de um conjunto de espécies de um dado
taxon é possivel tracar a evolugao cariotipica, inferindo
o numero basico ancestral do grupo, as possiveis linhas
evolutivas ocorridas e ainda correlacionar essas linhas
com o0s grupos taxondmicos estabelecidos (ALVES, 2013).

Outras informagdes citogenéticas relevantes também
podem ser agregadas ao nimero cromossomico, tais
como tamanho e morfologia cromossomicos, simetria
cariotipica, padrao de bandas, e nimero e posigao de
satélites cromossomicos (GUERRA, 2008). A citogenética
convencional mediante analises como contagem cromos-
somica, andlise da arquitetura cariotipica, observacao
do comportamento meidtico e avaliacao polinica, tém
possibilitado ampliar a visao sobre a diferenciagao de
inimeras espécies.

Existem alguns fatores que podem dificultar a deter-
minacdo de nimeros cromossdmicos e seu uso para a
citotaxonomia em algumas espécies, como a necessidade
de material vegetal vivo e com tecidos em crescimento
ativo, bem como o fato de que muitos géneros apresentam
baixa variabilidade quanto ao seu nimero cromossomico.
Porém, apesar dessa pouca variabilidade, em muitos taxa
0 numero cromossdmico é um marco importante para
a distingdo de grupos monofiléticos (GUERRA, 2008).
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No que se pode chamar de citotaxonomia moderna,
métodos mais refinados vem sendo empregados nas
analises de cromossomos, aliando técnicas classicas a
outras mais avangadas. Nesse caso, a caracterizacdo
do cariétipo é complementada pela determinacao da
quantidade de DNA, técnicas de bandeamento e de hi-
bridizagao in situ, as quais resultam numa diferenciacao
cromossomica longitudinal. Tais métodos sdo algumas
vezes mais laboriosos e dispendiosos do que os métodos
convencionais de andlise, contudo, podem oferecer um
volume de informagdes imenso permitindo uma melhor
caracterizagdo da variabilidade cariolégica e gendmica
(GUERRA, 1990). Tais analises sdo especialmente tteis
em grupos mais problematicos taxonomicamente.

Apesar de sua simplicidade frente a técnicas mais
arrojadas e de suas ocasionais desvantagens, o nimero
cromossdmico ainda € o parametro mais amplamente
utilizado e do qual se dispde de maior volume de dados
(RAVEN, 1975). Além disso, por meio da simples conta-
gem cromossOmica, € possivel diagnosticar facilmente um
dos fendmenos citogenéticos mais comuns e importantes
na evolugao vegetal —a poliploidia. Alteragdes no nimero
cromossomico podem ocorrer por diferentes vias, porém
duas delas tém se mostrado de grande relevancia na
evolugao de inimeras familias: a poliploidia (duplicacao
ou multiplicagdo de um complemento cromossdmico
inteiro) e a disploidia (aumento ou redu¢do do niimero
cromossOmico em virtude de eventos de fusao e fissao)
(GUERRA, 2008). Dentre estes mecanismos de mudanga
no numero cromossdmico, o que recebe maior atengao é
a poliploidia, visto que genomas de diversos eucariotos
apresentam evidéncias de eventos passados de dupli-
cagcao (MAYROSE, BARKER & OTTO, 2010). Porém, é
em plantas que se observa este fendmeno mais marca-
damente e acredita-se que 50-100% das angiospermas
tenham ancestralidade poliploide (GOLDBLATT, 1980;
MASTERSON, 1994; CUI et al., 2006; SOLTIS et al ,2009).
A maioria das espécies de angiospermas descendeu
de ancestrais que tiveram seus genomas duplicados
por autopoliploidia ou alopoliloidia (VAN DE PEER,
MAERE & MEYER, 2009). A poliploidia teve um papel
importante na evolucdo das angiospermas, mas sua
frequéncia é muito varidvel entre as familias de plantas
superiores (LEITCH & BENNETT, 1997). Tamanha € a
importancia da poliploidia na evolugao das plantas, que
ha estimativas de que 15% dos eventos de especiacao em
angiospermas e 31% em pteridofitas foram acompanhados
pelo aumento do nivel de ploidia (WOOD et al., 2009).

Particularmente, a alopoliploidia representa um
aspecto importante na evolugao e especiagao das an-
giospermas. Nas angiospermas, a proporg¢ao da poli-
ploidia pode superar 70%, sendo que a maioria (75%) é
de alopoliploides (BROCHMANN et al., 2004). Nestes,
o poliploide surge a partir da combinagao de dois ge-
nomas diferentes oriundos de duas ou mais espécies
ou géneros ancestrais (LEITCH & BENNETT, 1997). Os
poliploides podem diferir significativamente de seus

progenitores quanto a morfologia, fisiologia e historias
de vida (RAMSEY & SCHEMSKE, 2002), levando ao
estabelecimento e sucesso de uma espécie poliploide em
novas configuragdes ecologicas (MAYROSE, BARKER &
OTTO, 2010). Mudangas estruturais no genoma, como
é o caso da poliploidia, tém efeitos imediatos sobre o
fendtipo e o fitness de um individuo e, portanto, podem
servir como um importante mecanismo de diversifica-
¢ao ecoldgica, especialmente em condi¢des ambientais
extremas (OTTO, 2007).

Apesar da notodria ocorréncia de sucessivos episo-
dios de duplicacdo gendmica em plantas, a existéncia
de poliploides modernos com genomas compactos e de
comportamento dissomico como em Arabidopsis (DC.)
Heynh., instigou a busca por compreensao dos meca-
nismos envolvidos no estabelecimento de poliploides.
Hoje em dia se sabe que a poliploidia é seguida de uma
reestruturacao do genoma, na qual alguma parcela, mas
nao o todo, do material genémico redundante é eliminado
(ADAMS & WENDEL, 2005). Primeiramente considerava-
se que modificagdes nos genomas diploides parentais,
uma vez dentro de um nucleo poliploide em comum,
tivessem uma baixa representatividade; entretanto,
sabe-se que esta reorganizagao pode se dar de maneira
ampla e rapida (SOLTIS & SOLTIS, 1999). Evidéncias de
tais rearranjos sao obtidas através da pintura cromos-
sOmica, mapeamento génico e genética comparativa e
mostram que estas podem ocorrer tanto dentro quanto
entre os genomas parentais em um poliploide (SOLTIS
& SOLTIS, 1999). As implicagdes genéticas e evolutivas
da poliploidizagao recorrente e reorganizagao do ge-
noma sao evidentes e ambos os processos representam
fontes importantes de variabilidade genética (SOLTIS
& SOLTIS, 1999).

A poliploidia ndo é apenas acompanhada da reestru-
turagdo do genoma; também estao envolvidas alteragdes a
nivel génico, como evolugdo em concerto e silenciamento
génico (SOLTIS & SOLTIS, 1995; LEITCH & BENNETT,
1997). Ao mecanismo de silenciamento génico refere-se
como “diploidizacao’ e em alguns casos de poliploidia
ele pode ser tao extenso que o genoma deixa de estar
estruturado como um alopoliploide. Portanto, quanto
mais extenso for o processo de diploidizagao, mais dificil
sera discerni-lo (SOLTIS & SOLTIS, 1999).

Os elementos transponiveis parecem, também, ter
um papel facilitador na rapida reestruturagao genémica
apos a poliploidizacao. Estes sdo componentes ubiquos e
dinamicos dos genomas eucarioticos e podem representar
até 80% dos grandes genomas de cereais (BENNETZEN,
1996). Estes elementos tendem a se multiplicar e se man-
ter em poliploides, pois as cOpias adicionais mantidas
por estes podem compensar a perda ou alteracao da
expressao de genes ocasionada, eventualmente, pela
insercao do elemento de transposi¢ao (SOLTIS & SOLTIS,
1999). Desse modo, a poliploidia permite uma extensa
modificagao de genes pelos elementos transponiveis
(MATZKE & MATZKE, 1998).
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Além de sua participacdo nos processos que suce-
dem a poliploidizagdo, os elementos transponiveis sao
considerados uma das mais importantes fontes internas
de variabilidade intraespecifica (BELYAYEV et al., 2010).
Neste trabalho, que examina a evolugao cromossomica
do trigo selvagem diploide, os autores criam a hipdtese
de que a dinamica dos elementos transponiveis pode-
ria promover ou intensificar mudangas morfoldgicas e
cariotipicas, fazendo com que espécies cujos genomas
apresentam maior plasticidade sobrevivam como formas
ou espécies diferentes em tempos de rapidas mudangas
climaticas.

Com relagao ao impacto da poliploidia na evolugao
vegetal, Poaceae é considerada uma das familias-modelo
no estudo da poliploidia em angiospermas. Aceita-se
que a maioria das espécies da familia, se ndo todas,
sejam poliploides. Pode-se encontrar na familia todos
os principais tipos de poliploides: autopoliploides,
alopoliploides e alopoliploides segmentares (LEVY &
FELDMAN, 2002). Gramineas cultivadas, tais como
trigo, o milho e o arroz possuem sistemas genéticos bem
estudados, cada um correspondendo a um prototipo
poliploide (LEVY & FELDMAN, 2002). Destes, o trigo
representa um dos exemplos melhor caracterizados de
evolugao através de alopoliploidia.

Muitos estudos em citogenética tém auxiliado na
compreensao da evolugao das espécies brasileiras de
gramineas. Espécies do género Paspalum vém sendo in-
vestigadas ha décadas, sendo que a partir da década de
1980 foram intensificados estudos quanto ao numero de
cromossomos (POZZOBON & VALLS, 1997; TAKAYA-
MA et al., 1998, POZZOBON, VALLS & SANTOS, 2000;
PAGLIARINI et al., 2001), relagdes citogenéticas (QUA-
RIN & BURSON, 1983), citogeografia (POZZOBON &
VALLS, 2000), e as informagdes obtidas em tais estudos
tém sido utilizadas na compreensao do modo de repro-
dugao e evolucao do género. Estudos filogenéticos do
nosso grupo de pesquisa foram bastante beneficiados
com tal conhecimento acumulado em citogenética de
espécies de Paspalum.

Na familia Iridaceae, a poliploidia também é consi-
derada um mecanismo importante na evolugao de suas
espécies (ALVES et al, 2011). Um bom exemplo disso é
Sisyrinchium L., em que a poliploidia ja foi observada
em mais de 70% das espécies estudadas (GOLDBLATT
& TAKEI 1997). Das 14 espécies de Sisyrinchium cujos
numeros cromossdmicos foram obtidos pelo nosso gru-
po de pesquisa, Sisyrinchium micranthum Cav. (Figura
2-C) é um exemplo onde foram observados citotipos
intraespecificos, contemplando trés diferentes niveis de
ploidia (TACUATIA et al., 2012b). Também para Herbertia
ja foi encontrado mais de um nivel de ploidia (2x, 4x,
ox e 8x) (WINGE, 1959; GOLDBLATT & TAKEI, 1997;
ROITMAN & CASTILLO, 2004; MORENO et al., 2009).
Confirmando estes estudos, nosso grupo observou os
mesmos niveis de ploidia dentre as seis espécies estu-
dadas de Herbertin endémicas da regiao Sul do Brasil

(SOUZA-CHIES et al., 2012).

Uma importante ferramenta que pode ser empregada
para inferir o nivel de ploidia é a estimativa do tamanho
do genoma. O conhecimento da quantidade de DNA
nuclear, ou valor C, tem fundamental valor bioldgico e
pode ser util em varios campos da ciéncia como biologia
molecular e celular, ecologia, fitogeografia e sistematica
(BENNET & LEITCH, 1995). A estimativa do tamanho
do genoma pode substituir a contagem de cromossomos,
sendo especialmente 1til quando se trabalha com um
grande nimero de individuos (SCHIFINO-WITTMANN,
2001).

Assim como o nimero cromossomico, o conteudo
de DNA varia muito em angiospermas, mesmo entre
espécies proximamente relacionadas, podendo apresen-
tar uma varia¢ao de mais de 2000 vezes no tamanho do
genoma (GAUT & ROSS-IBARRA, 2008). Essa variagao
é produzida, em ultima instancia, por mecanismos mu-
tacionais, que incluem segregacao desigual de cromos-
somos (BENNETT & SMITH, 1976), erros na replicagao
de DNA (BEBENEK & KUNKEL, 1990), poliploidizagao
(SOLTIS & SOLTIS, 1999), duplicacao génica (CUI et
al., 2006) e a proliferacao de elementos transponiveis
(DEVOS, BROWN & BENNETZEN, 2002).

Soltis et al. (2003) observaram que o tamanho geno-
mico ancestral das angiospermas é muito pequeno (1C
< 1,4 pg), em concordancia com andlises anteriores de
Leitch, Chase e Bennett (1998). Ademais, este reduzido
contetido de DNA ¢ ancestral nao somente nas angiosper-
mas em geral, mas também nos mais importantes clados
de plantas com flores, incluindo as monocotiledoneas e
as eudicotiledoneas (SOLTIS et al., 2003). Em Iridaceae, a
evolugao cariotipica tem sido acompanhada por aumen-
tos e redugdes no tamanho de genoma (GOLDBLATT,
WALBOT & ZIMMER, 1984). Em espécies de Sisyrin-
chium, cujas estimativas foram as primeiras realizadas,
o contetido gendmico haploide (valor C) varia de 0,25
a 3,26 pg (GOLDBLATT, WALBOT & ZIMMER, 1984;
KENTON, RUDALL & JOHNSON, 1986; KENTON et
al., 1990). Nas espécies de Sisyrinchium do sul do Brasil
estudadas por nosso grupo, observou-se uma pequena
variagao no tamanho genémico monoploide (Cx), po-
dendo esta reducgao ser justificada pelo fendmeno de
downsizing (SOUZA-CHIES et al., 2012). De acordo com
os resultados obtidos pelo grupo, Calydorea Herb., Cypella
Herb. (Figura 2-B) e Herbertia apresentam tamanhos de
genoma consideravelmente maiores (SOUZA-CHIES
et al., 2012). O estudo do contetido de DNA nuclear
continua merecendo interesse principalmente pelas
marcantes diferencas no tamanho genémico existente a
nivel infragenérico, podendo ser usado para demarcar
varios taxa (OHRI, 1998).

Poaceae é a familia vegetal com o maior volume de
dados relativos a tamanho de genoma, chegando a 807
espécies ja determinadas. O valor 1C médio é de 5,52 pg,
com quantidades que variam enormemente entre 0,30 e
26,00 pg (LEITCH et al., 2010). Tal variagao € esperada,
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uma vez que o numero cromossdmico na familia varia
de 2n =4 a 266. Considerando que a base de dados dis-
ponivel para Poaceae, tanto para quantidade de DNA,
quanto para numero cromossomico € bastante grande,
inimeros estudos vem sendo feitos quanto a evolugao
do genoma nas gramineas. Tem sido verificada uma
modificagdo rapida e dinamica no tamanho do genoma,
com uma importante contribuigao de transposons e retro-
transposons (LEITCH et al., 2010). Especificamente para
o género Paspalum, existem determinagoes de tamanho
de genoma para 13 espécies, com um valor 1C médio de
1,19 pg, variando de 0,62 a 1,79 pg (Plant DNA C-values
Database, BENNETT & LEITCH, 2012).

4 Consideragoes finais

Quando surgiram as primeiras propostas de uso de
marcadores moleculares para o estudo da evolugao vege-
tal, houve diversas especula¢des quanto a possibilidade
de que um dia tais estudos substituissem por completo
os estudos em citogenética classica e até mesmo estudos
morfoldgicos. Ao mesmo tempo em que o0s primeiros re-
sultados traziam excitagao a alguns grupos de pesquisa,
traziam desconfianga a outros grupos, resultando em
debates acalorados no meio cientifico, especialmente no
momento em que tais dados passaram a ser utilizados
para justificar proposi¢oes taxondmicas. Entretanto,
o caos preconizado por alguns pesquisadores nunca
se concretizou, e, na medida em que o conhecimento
sobre genética e biologia molecular foi democratizado
e desmistificado, os estudos passaram a ser cada vez
mais integradores. Hoje se percebe uma rotina de estu-
dos integrando morfologia, citogenética, marcadores
moleculares, filogenia, e uma maior naturalidade na
avaliagao de trabalhos com propostas de metodologias
mistas. Curiosamente, a propria taxonomia classica foi
revigorada, quando muitas situagdes taxondmicas de
grupos aparentemente estaveis precisaram ser revistas
aluz dos resultados de estudos moleculares. O exemplo
mais notorio dessa situagao é a mudanca proposta para
a classificagao das angiospermas, pelo grupo de filogenia
das angiospermas (APG I, 1998; APG 1I, 2003; APG III,
2009), que requereu uma reavaliagao de caracteres de
morfologia externa e interna, resgatando a importancia
da morfologia polinica, por exemplo.

Nesse ambiente efervescente, os estudos conduzidos
por nosso grupo de pesquisa para Iridaceae e Poaceae
tém acompanhado as tendéncias mundiais de estudos
integrados, contribuindo nao apenas para o esclarecimen-
to de cenarios evolutivos mais amplos, como também
preparando mao-de-obra especializada e familiarizada
com trabalhos em equipes multidisciplinares. Atualmente,
0 nosso grupo tem acumulado indicios voltados a evolu-
¢ao de géneros taxonomicamente complexos, buscando
futuramente correlacionar essas informacgoes de forma
logica, a fim de oferecer um panorama evolutivo coe-

rente com o processo de diversificagdo visto em grupos
sul-americanos de Iridaceae e de Poaceae. Os exemplos
mais contundentes de complexidade taxondmica com os
quais nos defrontamos sao encontrados em Sisyrinchium
e Cypella (Iridaceae), Paspalum e Chascolytrum (Poaceae)
e as informagdes obtidas até o momento pela nossa
equipe ja conseguem explicar o panorama filogenético
atualmente proposto para estes grupos.
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