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Apresentagdo

A bicinformdatica tem desempenhado um papel crucial na
exploracéo da biodiversidade, ao integrar métodos computacionais
avancados com o estudo da vida em sua forma mais fundamen-
tal. Por meio da andlise de grandes volumes de dados gendmicos,
transcriptémicos e protedmicos, torna-se possivel investigar a
diversidade de organismos com uma precisao e escala antes ini-
magindveis. Com isso, cientistas podem mapear a variabilidade
genética de populacdes, identificar novas espécies e compreender
suas interacoes em diferentes ambientes.

Para decifrar a biodiversidade, é necessdaria a capacidade
da bioinformadtica de cruzar informacoes biolégicas com dados
ambientais, comportamentais e ecolégicos. Por meio de algoritmos,
é possivel tragar as relagdes evolutivas entre espécies, revelando
a complexidade das adaptacdes e processos evolutivos ao longo
do tempo. A bioinformadtica nao apenas facilita a identificacao de
padroes em grandes conjuntos de dados como também permite
previsoes sobre a resiliéncia de espécies e ecossistemas diante de
mudangas ambientais e climdticas.

Além disso, essa area da ciéncia desempenha um papel
importante na conservacao da biodiversidade. Ao fornecer dados
robustos e modelos preditivos, ela apoia a formulacéo de estratégias
de conservagéo. Isso se torna essencial em um cendrio global de
perda acelerada de espécies e habitats. O uso dessas ferramentas
possibilita a priorizagao de areas de preservacéo, o monitoramento
de populacdes em risco e a avaliacdo de impactos ambientais de
atividades humanas, garantindo uma abordagem mais integrada e
eficiente na protecao da biodiversidade.

Entretanto, muitas vezes essas ferramentas néo sao
abordadas em disciplinas de graduacdo devido ao seu nivel de
complexidade. O objetivo deste livro foi reunir, de maneira didatica
e acessivel, algumas ferramentas de bioinformdtica para discentes




da graduacéao. Cada capitulo traz uma introdugéo em linguagem di-
dética juntamente com um roteiro para aula prética. O livro dispée
de um repositério no GitHub (https://github.com/EbookBioinforma-
ticaBiodiversidade), onde os materiais para realizacdo de cada aula
estdo organizados por capitulo.

Os capitulos aqui apresentados foram propostos para auxiliar
os docentes e discentes a utilizar essas ferramentas que muitas
vezes parecem um grande mistério. A bioinformatica pode ser vista
como uma janela na qual nos apoiamos para compreender melhor a
biodiversidade que nos cerca. Esperamos poder ajudar discentes e
docentes nesse processo por meio desta obra.

A comissdo organizadora
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Interagbes biolédgicas em redes: da
observagdo na natureza ao uso de
ferramentas de andlises

Daniel A. Carvalho!, Carolina V. C. Silva? &
Gabriel G. Barbosa?®

'Programa de Pés-Graduagdo em Biologia Animal, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre (Brasil)
’Programa de Pés-Graduagdo em Ecologia, Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazénia, Manaus (Brasil)
*Programa de Pés-Graduagdo em Ecologia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre (Brasil)

1. Introdugdo

A biodiversidade existente no planeta Terra € influenciada por
muitos fatores. Fatores abidticos, por exemplo (condigées ambien-
tais), exercem pressdes nas quais diferentes espécies podem ser
resistentes e resilientes. Nesse contexto, as condicdes ambientais
agem como filtros, “filtrando” quais espécies podem estar presen-
tes, ou nao, em determinados ambientes. Entretanto, os fatores
bidticos (efeitos dos organismos em um ambiente) também estru-
turam a biodiversidade nas distintas regiées do globo (Barraclough,
2015; Guimaraes Junior et al., 2017; Abdala-Roberts et al., 2019;
Cosmo et al., 2023). As interagdes entre espécies representam bem
os fatores bidticos (Margulis; Fester, 1991).

Em ecologia, uma interacao bioldgica é o efeito que um par
de organismos (da mesma ou de diferente espécie) tem sobre uma
comunidade (conjunto de espécies que ocorrem no mesmo lugar e ao
mesmo tempo). As interagdes ocorrem de diferentes maneiras (Post;
Palkovacs, 2009), variando no tempo e no espaco (Poisot et al.,
2012; Dattilo et al., 2013), e ainda podem ocorrer de forma direta
(envolvendo contato fisico entre os individuos; e.g. polinizagéo in-
seto-planta) ou indireta (ndo envolvendo contato fisico, a interacéo
ocorre através de recursos compartilhados, toxinas ou inibidores de
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crescimento; e.g. quando uma planta secreta uma substancia que
inibe o crescimento de outras plantas préximas).

Para compreender melhor a complexidade dessas interacdes e
seus impactos ecoldgicos, é util visualizar essas rela¢gdes como uma
rede de interagdes de espécies. Em suma, uma rede de interagdes é
uma representacio grafica, matematica e conceitual. No contexto
ecoldgico, essas redes demonstram como diferentes espécies se
relacionam dentro de uma comunidade e como tais interagoes se
estabelecem (Poisot; Stouffer; Gravel, 2015). As redes sédo formadas
graficamente por nds e arestas (ou ligagdes), em que os nds repre-
sentam as espécies e as arestas representam as interacoes entre
elas (e.g. predacao, polinizacéo, competicdo ou mutualismo) (Figura
1).

Figura 1: Rede de interagdo entre dispersores de sementes (pdssaros) e plantas
(frutos) na Inglaterra. Os circulos (nés) vermelhos correspondem as espécies de
pdssaros; os verdes, as de plantas. As interagées sdo representadas por linhas
conectando os pdssaros e as plantas. Esta figura foi retirada do site https:/
www.web-of-life.es/, que disponibiliza redes de interagéo de pesquisadores do
mundo todo. Para mais detalhes: Sorensen (1981).

. Espécie de passaro
né ]» ligagdo

. Espécie de fruto

Fonte: imagem gerada pelos autores.

Cada tipo de interacéo possui suas prdéprias caracteristi-
cas e influéncias sobre a dinamica e estabilidade do ecossistema
(Diamond, 1975; Toju et al. 2017). Por exemplo, em uma rede de
polinizacéo beija-flor-planta, as arestas podem indicar a frequéncia
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com que o beija-flor visita a planta (Figura 2), enquanto em uma
rede de predacdo lagarta-planta as arestas podem representar a
taxa de predacéo entre a lagarta (predadora) e a planta (presa).

Figura 2: Interagdo de polinizagdo beija-flor-planta (A) e de predagdo
lagarta-planta (B). Os circulos indicam as espécies; a ligagdo, a interagdo

entre as espécies.
[ J [ o—0

Fonte: imagem gerada pelos autores.
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A andlise das redes permite que os(as) pesquisadores(as)
visualizem a estrutura das interacdes. O estudo da estrutura da
rede é importante, pois ela influencia na sua estabilidade, ou seja,
no quanto é resistente a perturbacoes (e.g. fogo, desmatamento) e
extingdo de espécies, por exemplo (Lewinsohn et al., 2006). Dessa
forma, a estrutura da rede nos ajuda a entender como as espécies
estdo interconectadas e como mudancas no comportamento de
uma Unica espécie ou do ambiente podem afetar a rede como um
todo. Silva et al. (2020), por exemplo, investigaram o efeito do
fogo na rede de interacéo formiga-planta (Chamaecrista repens)
no bioma Pampa. Os autores observaram que, em campos com
um més apos a queimada, a quantidade de nectarios extraflorais
- glandulas secretoras de néctar que atraem formigas, as quais ge-
ralmente protegem a planta contra herbivoria (Rico-Gray; Oliveira,
2007) - aumentou, e, em campos hd mais de 2 anos sem queimar, a
quantidade desse recurso foi bem reduzida. O aumento do recurso
permitiu mais espécies de formigas interagindo mais fortemente
com a planta, o que pode conferir uma maior efetividade na prote-
¢ao para a planta. Ou seja, o fogo alterou o habitat, aumentando o
recurso disponivel, permitindo mais espécies de formiga protegendo
a planta.




Figura 3: Redes de interagdo formiga-planta de individuos de Chamaecrista
repens (direita) e espécies de formigas (esquerda) em campos um més pds fogo
(A), um ano pés fogo (B) e dois anos ou mais sem fogo (C). As linhas representam
as interagdes entre os individuos de C. repens e as espécies de formigas. Os
retdngulos representam as espécies de formigas do nucleo central da rede
(espécies que inferagem fortemente com a planta). Cada cor representa um
periodo pés fogo do campo. Na rede A sdo trés espécies nesse nucleo; ao longo
do tempo, reduzem-se a uma. Mais detalhes em Silva et al. (2020.)

Fonte: imagem gerada pelos autores.

Para criarmos as redes de interag¢des, podemos utilizar a
bioinformadtica, uma ciéncia que combina Biologia, Matemadtica,
Ciéncia da Computacao e Estatistica, para desenvolver métodos de
armazenamento, recuperacio e analise de dados bioldgicos (Hoge-
weg, 2011). No campo das interagdes bioldgicas, essa ciéncia auxilia
na utilizacdo de diferentes softwares e estruturas analiticas para
a avaliacao do grande volume de dados obtidos a partir de experi-
mentos e observacdes de campo (Tucker; Duplisea, 2012). Porém,
a aplicagdo da bioinformdtica nos cursos de Ciéncias Bioldgicas
ainda é pouco explorada, mesmo que os(as) alunos(as) relatem
como essencial o estudo da bioinformadtica para o avancgo da biolo-
gia (Marcorin; Pereira, 2022).

Portanto, devido a importancia que as interacdes bioldgicas
tém sobre a dinamica da biodiversidade, e relacédo a como é funda-
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mental entendermos como as redes de interacéo estao estruturadas
e a baixa aplicacdo da bioinformdtica nos cursos de graduacao,
nossos objetivos neste capitulo sdo (1) abordar os diferentes tipos
de interagdes (competicdo, mutualismo, amensalismo, neutralis-
mo, comensalismo e parasitismo) assim como o seu impacto no
funcionamento das comunidades e ecossistemas, (2) sugerir uma
atividade pratica de campo observando as interacdes bioldgicas
e (3) fornecer ferramentas para a andlise de dados de redes de
interacoes.

2. Interagdes bioldgicas e sua influéncia sobre os
ecossistemas e a dindmica de comunidades

Conforme contextualizamos, as intera¢des bioldgicas séo
fundamentais para entendermos como 0s organismos coexistem
e influenciam uns aos outros, especificamente no sucesso de uma
espécie para utilizar os recursos disponiveis e contribuir para o
seu desenvolvimento e reproducdo (Townsend; Begon; Harper,
2010). Para medir o efeito das interagdes sobre as espécies, é ne-
cessario compreendermos a intensidade e a frequéncia com que as
interagOes ocorrem. A intensidade representa a forca da interacéo,
enquanto a frequéncia indica o nimero de interagées em um deter-
minado periodo. Essa caracterizagédo das interagdes define os tipos
de interacoes observados a longo prazo, apresentadas a seguir.

2.1. Competig¢do (-/-)

A competicdo é uma interagdo ecoldgica antagénica entre or-
ganismos ou espécies, em que o sucesso de um é comprometido pela
presenca do outro. Isso acontece quando dois ou mais organismos
(da mesma ou de diferentes espécies) disputam os mesmos recur-
sos, como espaco e alimento, e esses recursos sado insuficientes
para atender as necessidades de todos. As espécies que interagem
devem ter ganhos negativos sobre o seu sucesso reprodutivo, adap-
tativo, e na utilizacdo de um recurso. Por exemplo, quando duas
espécies competem por um determinado alimento, ambas estardo
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gastando energia e tempo para competir, enquanto poderiam obter
ganhos superiores caso a outra espécie néo estivesse presente.

Este tipo de interac¢do é uma das principais estruturadoras
das comunidades bioldgicas. Sabe-se, por exemplo, que a competi-
¢do influencia a distribuicdo das espécies. Espécies que competem
diretamente pelos mesmos recursos podem ser excluidas umas das
outras, levando a separacédo espacial ou temporal. Um exemplo
classico é o dos tentilhdes de Darwin (Grant; Grant, 2007), aves que
apresentam diferentes tamanhos e formas de bico, adaptados para
diferentes tipos de alimentacéo. Inicialmente esses organismos
estavam presentes em uma unica ilha e compartilhavam de um
mesmo tipo de recurso alimentar. Devido & pressdo competitiva,
muitas espécies se distribuiram ao longo das ilhas e se adaptaram
a outras fontes de recursos alimentares. Essa adaptacgao, para di-
minuir a sobreposicéo de recursos alimentares com outras espécies,
se deu em parte pela variacdo das caracteristicas morfoldgicas
distintas em seus bicos.

2.2. Mutualismo (+/+)

Mutualismo é uma interacdo ecoldgica entre duas ou mais
espécies em que ambas obtém ganhos positivos de suas associa-
¢Oes. Pode ser diferenciado em dois principais tipos. O mutualismo
obrigatdrio é caracterizado por organismos que vivem em estreita
proximidade, geralmente envolvendo trocas essenciais para o
seu desenvolvimento e sobrevivéncia. Um exemplo séo os liquens
(associacbes simbidticas entre fungos e algas ou cianobactérias).
O mutualismo facultativo, por outro lado, é uma relacéo benéfica,
mas nao essencial para a sobrevivéncia das espécies envolvidas.
Um exemplo é a polinizacéo realizada pela grande maioria de espé-
cies de abelhas.

O mutualismo frequentemente promove a coevolucdo entre
espécies, levando a uma maior diversidade genética e ecoldgica.
Na polinizacao, por exemplo, diferentes espécies de flores e polini-
zadores, ao longo do tempo evolutivo, desenvolveram adaptacoes
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especificas umas as outras, o que aumentou a variedade de formas,
intera¢des mutualisticas (inclusive obrigatdrias) e comportamentos
no ecossistema atual (Olesen et al., 2007).

2.3. Amensalismo (-/0)

O amensalismo ocorre quando um organismo causa um
efeito negativo em outro sem sofrer nenhum efeito em troca. Em
outras palavras, um organismo é prejudicado pela presenca de
outro sem que este seja beneficiado ou prejudicado. Essa interacao
acontece geralmente através da secrecao de substancias pela es-
pécie inibidora que acaba afetando negativamente a outra espécie,
denominada amensal. O exemplo mais conhecido e de grande
importancia médica é a producéo de antibidticos, como a penici-
lina, que é secretada por fungos do género Penicillium e inibe a
proliferacdo de bactérias.

2.4. Neutralismo (0/0)

O neutralismo ocorre quando, numa comunidade, a presenca
de uma espécie ndo altera ou ndo tem efeito em outra espécie,
embora interajam entre si (Odum; Barrett, 2007). Portanto, as
espécies séo capazes de coexistir. PAssaros que se alimentam de
sementes ou frutos de arvores podem coexistir com herbivoros
terrestres (como veados ou coelhos) sem afetar diretamente suas
populacdes. Ambos compartilham o mesmo espago e recursos
alimentares, mas suas interacdes sao limitadas, resultando em um
estado de neutralismo.

2.5. Comensalismo (0/+)

Comensalismo é um tipo de interacdo entre dois organismos
na qual uma espécie é beneficiada sem afetar a outra. Um exemplo
de comensalismo é a forésia, em que um organismo é transportado
por outro, sem nenhuma perda nutritiva ou de desenvolvimento
para o hospedeiro (Veiga, 2016). Esse tipo de intera¢do é comum em
cupins, cujas espécies fixam-se nas pernas de algumas espécies de
besouros para migrar para demais lugares (Btoszyk et al., 2013).
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2.6. Parasitismo (+/-)

O parasitismo é um tipo de interacdo em que um organismo,
denominado parasita, vive as custas de outro organismo, chama-
do hospedeiro. Essa relagdo é geralmente desigual, beneficiando
o parasita enquanto prejudica o hospedeiro. A intensidade dessa
interacdo é determinada pelo impacto no hospedeiro e pelas
adaptagdes do parasita, enquanto a frequéncia é influenciada pela
ocorréncia temporal e pela dinamica populacional dos organismos
envolvidos.

O parasita pode ser classificado como obrigatdrio, quando
depende inteiramente de seu hospedeiro para completar seu ciclo
de vida, ou facultativo, quando ndo possui essa dependéncia direta.
Também podem ser classificados como endoparasitas, quando
vivem dentro do corpo de seu hospedeiro (e.g. vermes nematddeos
e platelmintos) e ectoparasitas quando vivem fixados em alguma
parte externa do corpo dos hospedeiros (e.g. piolhos, pulgas e
carrapatos).

3. Andlise de redes de interagdo e sua importdncia

A principal forma de representar redes de interagdes ecoldgi-
cas é através de grafos, pois nos permitem visualizar a configuracdo
espacial das unidades das interacdes e os fluxos entre elas. Nesta
secdo, abordaremos somente o grafo bipartido e as ferramentas de
bioinformatica que podem ser utilizadas para representar as redes
de interacgdes, porém existem distintas maneiras de representacio
(Bascompte; Jordano, 2014).

No grafo bipartido, temos dois grupos de organismos de cada
lado, e as interacdes ocorrem sempre em diferentes niveis tréficos.
Em uma rede bipartida entre insetos que utilizam recursos das
plantas (Figura 4), por exemplo, os insetos (1-5) s6 interagem com as
plantas (A-D), ndo havendo interacdes planta-planta e inseto-inseto.
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Figura 4: Grafo bipartido representando as interagdes entre insetos
polinizadores (1-5) e plantas (A-D). As interagdes sdo representadas por
arestas que ligam os pares de espécies desses dois grupos.

Fonte: imagem gerada pelos autores.

Para além de representarmos as interagdes através dos grafos
bipartidos, também podemos analisar como as redes de interacdes
estao estruturadas. As duas estruturas mais comuns de serem de-
tectadas sdo o aninhamento e a modularidade (Olesen et al., 2007).
O aninhamento ocorre quando espécies especialistas tendem a in-
teragir com subconjuntos das espécies que interagem com espécies
mais generalistas (Bascompte et al., 2003). Em outras palavras,
as espécies menos conectadas interagem com um subconjunto das
espécies com que as mais conectadas interagem (Figura 5). Nesse
contexto, ocorre uma alta sobreposi¢do da utilizacdo de recurso
que é consumido por diferentes espécies. Isso confere, de acordo
com a resisténcia e resiliéncia da interacdo, uma maior robustez da
rede, j& que espécies generalistas podem manter a funcionalidade




da rede, mesmo que espécies especialistas sejam removidas (Bas-
compte et al., 2003).

Figura 5: Estrutura aninhada de interagdes entre plantas (A-E) e insefos
visitantes florais (1-5), em que as ligagdes feitas por espécies com menos
parceiros de interagéo sdo um subconjunto das ligagdes feitas por espécies
com mais parceiros. Na matriz de dados (esquerda), 1indica a interagdo
inseto-planta, e 0 aponta quando ndo hé interagdo. Na rede (direita), a
interagdo é representada pela linha de ligagdo entre nés.

%wgf;&»ﬁ
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Fonte: imagem gerada pelos autores.

J4 na modularidade, ha a formagédo de subgrupos de espécies
que interagem mais com as espécies do mesmo subgrupo do que
com outras espécies da mesma rede (Figura 6), formando mddulos
(Lewinsohn et al.,2006; Olesen et al., 2007). Em uma rede modular,
a sobreposicdo de interac¢des é grande entre espécies de um mesmo
mddulo, mas pequena entre espécies de mdédulos diferentes. Esses
subgrupos podem indicar que hd uma especializagéo das espécies
e seus recursos (Olesen et al., 2007). Por exemplo, um médulo pode
consistir em plantas com flores tubulares e seus polinizadores de
lingua longa, enquanto outro médulo pode consistir em plantas com
flores abertas e polinizadores generalistas.




Figura 6: Estrutura modular das interagdes entre visitantes florais (1-5) e
plantas (A-E). Na matriz (esquerda), as espécies de planta A e B interagem
com os insetos 1, 2 e 3. Nas espécies de planta C, D e E, interagem somente com
os insetos 4 e 5. O nimero 1indica a interagdo inseto-planta, e 0 quando ndo
hé interagéo. Na rede (direita) é possivel visualizar dois grupos separados. A
interagdo representa a ligagdo entre nés.
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Fonte: imagem gerada pelos autores.

A compreensao dos conceitos de modularidade e aninha-
mento é crucial para entendermos a complexidade das interagoes
ecoldgicas e suas implicagdes para a resiliéncia, estabilidade e
funcionalidade dos ecossistemas. Porém, isso também pode ser
aplicado a praticas em conservacéo, gestao de recursos naturais e
sustentabilidade (Memmott et al., 2007), pois podemos presumir
o efeito no ambiente de uma espécie que possa ser extinta, por
exemplo.

4. Atividade pratica: explorando as redes de
interagdo inseto-planta

Apds aprendermos alguns conceitos de interac¢des bioldgicas
e redes de interacéo, veremos esses conceitos na prdtica. Dessa
forma, propomos uma atividade cujo objetivo é incentivar os(as)
alunos(as) a construirem sua proépria rede de interacéo, a partir de
observagdes de interacdes insetos-planta em uma drea especifica.
Para isso, precisaremos de: caderneta de campo e lapis, caAmera
fotografica ou celular (para fotografar as interacoes), fita métrica




ou barbante (para delimitacdo das dreas de observagéo), compu-
tador com Excel e o software R instalado. Para instalar o R, acesse:
https://www.r-project.org/.

4.1. Procedimento metodoldgico

Selecione um local com diversidade de flores e insetos como
o jardim de uma escola, parque, praca ou jardim botanico da sua
cidade. Depois, divida a turma em grupos, e cada grupo ficard
responsavel por um quadrante. No quadrante, faga o levantamento
das espécies de plantas com flores e anote. O levantamento pode
ser a nivel de espécie, mas, caso nao seja possivel, tire fotos das
diferentes plantas e atribua uma identificagéo (e.g. flor amarela 1).

Durante um periodo determinado (e.g. uma manha), os(as)
alunos(as) devem observar e registrar as interagdes dos insetos
visitantes florais. Essas observagoes e registros devem ser rea-
lizados para 3-5 individuos de planta (de cada espécie escolhida),
por um periodo de 15 minutos. Considere uma visita floral o inseto
que entra em contato com alguma estrutura da flor. O registro deve
conter: (a) identificacdo da planta; (b) identificacdo do inseto (espé-
cie ou ordem); (c) horario da observagao; (d) nimero de vezes que a
intera¢ao ocorreu.

Depois de ir a campo, passe os dados para o Excel e salve o
arquivo no formato “txt”. A matriz de dados deve conter as espécies
de plantas nas linhas, os visitantes florais nas colunas e as células
contendo o numero de visitas de cada inseto para cada espécie de
planta.

Com a matriz pronta, é possivel testar a estrutura da sua
rede de interacao. Para isso, acesse nosso passo a passo (script).
Guiando-se pelo script, sera possivel observar como as interagdes
estdo organizadas (através do grafico da rede), a sua estrutura
(aninhada ou modular) e outras métricas de rede (conectancia e
especializacado). Se vocé quiser testar as andlises antes de ir a
campo, disponibilizamos uma matriz de dados de um estudo de po-



https://www.r-project.org/

21

linizacdo (Small, 1976), disponivel em: https://drive.google.com/
file/d/1v0dil35Uh6 TkjXheLEpX66xKvPJJdtbl/view?usp=sharing.

Apdsrealizar as andlises e representar graficamente as redes,
debata com os(as) alunos(as) resultados: (1) Qual foi a estrutura da
sua rede de interacéo? (2) Quais espécies de plantas e visitantes
florais interagiram com o maior nimero de espécies? (3) Que im-
portancia elas tém para a rede? (4) Na area em que coletou, vocé
esperava encontrar mais ou menos espécies de plantas e insetos?
(5) Qual a importancia que essas interagdes inseto-planta que vocé
observou tém no sistema estudado? Essas e outras questoes perti-
nentes ao estudo sao muito bem-vindas.

5. Consideragdes finais

Neste capitulo, exploramos aspectos das interagdes bioldgicas
através das lentes das redes ecoldgicas, da observacao na natureza
a partir de um experimento em campo e do uso de ferramentas da
bioinformatica para andlise de dados biolégicos. Ao abordar os
diversos tipos de interacdes entre espécies e seus impactos nos
ecossistemas e na dindmica das comunidades, demonstramos
como a bioinformdtica pode ser uma ferramenta poderosa para
entender e visualizar essas complexas relagdes.

Com a atividade prética proposta neste capitulo, esperamos
proporcionar uma oportunidade valiosa para os(as) estudantes
aplicarem conceitos tedricos na coleta e andlise de dados reais,
promovendo uma compreensdo mais profunda das interac¢des bio-
16gicas. Ao construir suas préprias redes de interacao inseto-planta,
os(as) estudantes poderao observar diretamente como as espécies
interagem e como essas interacdes se estruturam. Nesse contex-
to, esperamos que a defasagem, anteriormente citada, acerca da
falta da implementacado da bioinformdtica dentro dos cursos de
graduacao em Ciéncias Bioldgicas possa ser, com isso, inicialmente
suprida.
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1. Contextualizagdo

Ao analisar e correlacionar a dindmica das relagdes das plan-
tas entre si, a disponibilidade de recursos, a presenca de herbivoros
e/ou patégenos no ambiente, os efeitos climaticos extremos e a
interferéncia humana, o ecdlogo inglés John Philip Grime propos,
em 1974, um sistema de classificacdo de estratégias ecoldgicas
ainda hoje amplamente utilizado, denominado Triangulo CSR, ou
Triangulo de Grime. Esse modelo estabelece trés estratégias pri-
madrias que representam combinacdes de caracteristicas vidveis
selecionadas naturalmente sob condi¢ées de competicédo, limitacao
abidtica ao crescimento (estresse) ou destruicao periédica da bio-
massa (disturbio) (Pierce et al., 2017).

O modelo define como Competidoras (C) plantas que sobrevi-
vem em habitats relativamente estaveis, com baixo nivel de estresse
e disturbio, em que a ampla disponibilidade de recursos favorece o
crescimento vegetativo e a dominancia na comunidade. Em contra-
partida, plantas que prosperam em ambientes estressantes, com
baixa disponibilidade de luz e nutrientes, por exemplo, tendem a
apresentar estratégia conservativa dos recursos com crescimento
lento, sendo denominadas Tolerantes ao Estresse (S). J& as plantas
Ruderais (R) habitam ambientes onde a disponibilidade de recursos
é alta e os disturbios sdo frequentes, tém vida curta e investem na
producao de propagulos que possam regenerar a populacdo, dado




que a destruicdo da biomassa é iminente (Grime, 2001; Meindl;
Natt; Velardi, 2021).

Originalmente, Grime elaborou um modelo triangular no
qual os angulos do triangulo indicam valores absolutos para cada
estratégia CSR. Esse modelo original, posteriormente, foi incre-
mentado observando-se a sobreposicdo de estratégias e niveis
intermedidrios entre competicdo, estresse e distirbio - CR, CSR,
CS, SR (Figura 1). O Triangulo de Grime passou a ser empregado em
pesquisas de ecologia vegetal, e Pierce et al. (2017) demonstraram
que as estratégias CSR podem ser avaliadas utilizando apenas trés
atributos foliares: LA (area foliar, em inglés leaf area); SLA (4rea
foliar especifica, em inglés specific leaf area); e LDMC (teor de
matéria seca foliar, em inglés leaf dry matter content). O atributo
LA, definido como a drea unilateral (mm?) de uma folha individual,
é relacionado com a capacidade das plantas de interceptar luz e,
assim, apresentar maior producéo de biomassa e aptidao competi-
tiva. A SLA é a 4rea unilateral de uma folha fresca (mm?) dividida
por sua massa seca (mg), geralmente positivamente relacionada
com a taxa de crescimento relativo potencial e negativamente com
a longevidade da folha. E LDMC compreende a massa seca (mg) de
uma folha dividida por sua massa fresca (g), estando inversamente
relacionado ao SLA, e indica a densidade da folha e sua capacidade
de retengdo de dgua e nutrientes. Folhas com alto LDMC séo geral-
mente mais espessas, duraveis e tolerantes a estresse, como seca ou
baixaluminosidade, e tendem a ter uma vida util mais longa e menor
taxa de crescimento (Gaudichet et al., 2024; Pérez-Harguindeguy
et al., 2013; Reich, 2014); enquanto valores baixos de LDMC estao
associados a uma alta taxa de crescimento tipica da estratégia
ruderal, e valores baixos de SLA sao indicativos de adaptacéo ao
estresse. O equilibrio SLA/LDMC representa o espectro econdmico
foliar, que é um trade-off entre o funcionamento foliar aquisitivo e
conservador. Esses dois aspectos permitem posicionar uma espécie
dentro de um espaco multivariado em relagao a outras espécies e,
ao mesmo tempo, atribuir-lhe classes de estratégias ecoldgicas
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distintas (Pierce et al., 2013). Em geral, plantas que otimizam a
captura de recursos como luz, 4gua e nutrientes, apresentando
folhas com alta SLA e baixa LDMC, facilitando o rdpido cresci-
mento. Plantas S adaptam-se a ambientes com recursos escassos
e condigdes adversas, como seca ou solos pobres, apresentando
folhas com baixa SLA e alta LDMC, tornando-as mais duraveis e
eficientes na retencdo de dgua e nutrientes. Plantas R colonizam
rapidamente ambientes perturbados, apresentando caracteristicas
que permitem rapida reproducéo e crescimento, com variacdes nas
caracteristicas foliares (SLA e LDMCQ) (Pierce et al., 2013).

Figura 1: Esquema ilustrando o Tridngulo de Grime e a relagdo entre a
intensidade relativa da competigdo, do distirbio e do estresse com as
estratégias ecolégicas CSR.

Fonte: adaptada de Meindl, Natt e Velardi (2021).

Nos materiais suplementares do artigo de Pierce et al. (2017),
os autores disponibilizam uma planilha editdvel, denominada Stra-
tefy, que habilita pesquisadoras e pesquisadores a avaliarem, de
forma pratica, estratégias ecoldgicas no modelo CSR em qualquer




comunidade vegetal. Algumas bases de dados online, tais como
TRY Plant, Trait Database ([2024]), redinem e disponibilizam uma
ampla gama de atributos funcionais incluindo LA, SLA e LDMC.
Dessa forma, utilizando dados obtidos a partir da literatura e a
planilha Stratefy, é possivel implementar como prética em ecologia
vegetal a construcdo e andlise do Triangulo de Grime. O método
permite reconhecer um continuum de estratégias apresentadas
pelas espécies, e a partir disso pode-se investigar seus processos
evolutivos, como elas se relacionam com a estrutura e a composicao
das comunidades, como alocam seus recursos para sobrevivéncia e
perpetuacao nestes ecossistemas e, finalmente, como compdem e
influenciam os processos ecossistémicos (Grime, 2001). Zanzottera
et al. (2020), por exemplo, analisaram a nivel da comunidade como
as estratégias ecoldgicas podem moldar a estrutura do habitat ao
longo de gradientes de sucessdo. Ja Pierce et al. (2022) avaliaram
como as estratégias ecoldgicas das plantas estdo associadas as
suas compensacdes anatomicas foliares. E Guo et al. (2018) utiliza-
ram o método CSR para explicar os mecanismos de naturalizacao
de espécies em todo o mundo.

Com base no exposto, o presente capitulo apresenta uma
proposta de atividade que inclui desde a coleta e a medicdo de
atributos funcionais até a construgdo do Tridngulo de Grime.
Esquematizamos as etapas a serem desenvolvidas com base no
protocolo proposto por Pérez-Harguindeguy et al. (2013) e na plani-
lha Stratefy de Pierce et al. (2017). O conjunto de dados utilizados
aqui para exemplificacdo é um recorte de uma pesquisa realizada
pelas autoras com dados ainda nao publicados. A pesquisa em
questdo tinha como objetivo descrever as estratégias ecoldgicas
apresentadas por plantas aquaticas ao longo de um gradiente de
inundacédo em um complexo de dreas Umidas no Sul do Brasil. Ao
final, sdo apresentados alguns resultados encontrados e uma breve
interpretacéo destes.




2. Objetivo

A atividade visa ampliar o repertdrio dos docentes para a ela-
boracao de aulas de ecologia vegetal que integrem teoria e pratica.
Para os discentes, a proposta busca proporcionar uma experiéncia
botanica completa, combinando a coleta de dados em campo com
analises subsequentes. Esta pratica incentiva a andlise de estraté-
gias ecoldgicas, conforme o modelo CSR (Grime, 2001), observadas
em comunidades vegetais.

3. Descrigdo da atividade

A presente atividade tem como objetivo classificar espécies
vegetais quanto as suas estratégias ecoldgicas (CSR) a partir de
atributos foliares (LA, SLA e LDMC). Esta dividida em quatro
momentos: selegdo de espécies e individuos; coleta de estruturas
foliares; medicao dos atributos foliares; e andlise de dados.

3.1. Selegéo de espécies e individuos

O primeiro passo para avaliacdo das estratégias ecoldgicas
em uma comunidade é escolher quais espécies terdo seus atribu-
tos foliares mensurados, uma vez que avaliar todas as espécies
inventariadas pode demandar muito tempo e esforco. A partir dos
dados obtidos no levantamento fitossocioldgico, seja ele realizado
em formacédo campestre (valores de cobertura, como estimativas
de cobertura) ou florestal (valores de contagem, como nimero de
individuos), selecione para avaliacio as espécies que coletivamente
compdem cerca de 80% da abundancia relativa cumulativa. Caso
esse valor abranja um nimero muito alto de espécies, alternativas
podem ser adotadas, como andlise de espécies indicadoras. A se-
lecdo das espécies pode também ser direcionada dependendo do
escopo da pesquisa e de perguntas especificas que vocé busque
responder.

Para a selecdo de individuos de cada espécie eleita, alguns
critérios devem ser observados. Os individuos devem estar: repro-
dutivamente maduros; aparentemente saudaveis (e.g., sem sinais




de herbivoria e patégenos, a menos que seja parte do objetivo do
estudo); e livres de sombreamento. Importante destacar que, tra-
tando-se de plantas clonais, com individuos modulares, pode nao
ser simples distinguir limites individuais. Nesse caso, considere um
ramet como a unidade bdsica, isto é, um pequeno ramo acima do
solo que estd enraizado de forma individual. Escolha individuos ou
ramets de forma aleatdria, por meio de transectos ou, ainda, por
parcelas. Isso evita que os individuos sejam coletados em um unico
ponto e possibilita coletas mais representativas da comunidade.
Tratando-se dos atributos foliares LA, SLA e LDMC, o nimero de
individuos selecionados deve ser no minimo cinco e preferencial-
mente dez.

3.2. Coleta de estruturas foliares

Caso vocé tenha optado por amostrar cinco individuos por
espécie, o nimero ideal de folhas a serem avaliadas sera cinco por
individuo. Caso tenham sido amostrados dez individuos por espé-
cie, quatro folhas para cada individuo serao suficientes.

Para evitar que ocorra dessecacao, as folhas ndo devem ser
coletadas isoladamente. O recomendado € que elas sejam coletadas
junto aos seus ramos e que o destaque seja feito apenas no momento
do processamento. Apds a coleta, os ramos devem ser embrulhados
em papel umido e guardados em sacos plasticos lacrados. Uma
dica é expirar no interior do saco antes de lacra-lo para aumentar
a concentracédo de CO; e umidade e, com isso, diminuir a perda de
agua pela transpiracdo. As amostras devem ser armazenadas em
uma caixa térmica ou geladeira, permanecendo resfriadas e no
escuro. Devem ser processadas o quanto antes possivel, de prefe-
réncia dentro de 24 horas. Mesmo com esses cuidados, no momento
do processamento vocé poderd se deparar com algumas amostras
danificadas. Assim, o ideal é coletar amostras extras para evitar
que se tenha que retornar ao local de coleta para obter novas.
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3.3. Medigdo dos atributos foliares

Nesta etapa serdo necessdrios os itens listados a seguir: ba-
lanca de precisédo; placa de Petri; pinca; sacos de papel; estufa; fita
crepe; computador; scanner ou impressora com a funcao de digi-
talizacdo. Adicionalmente, para alguns casos, pode ser pertinente
realizar a digitalizacao utilizando uma prancha gabaritada em que
seja possivel ver a escala em milimetros ou centimetros para assim
relaciond-la com a escala real no ImageJ.

3.2.1. Pesagem da massa das estruturas foliares

Vamos comecar com as folhas coletadas: escolha qual espécie
vocé comegara a analisar e selecione um dos individuos coletados.
Acomode as folhas em uma placa de Petri para a pesagem das
folhas frescas. E imprescindivel que a numeracao dos individuos
de cada espécie continue a mesma até o final de todos os passos de
pesagem e medicéo, ou seja, o individuo 1 da espécie x serd sempre
o mesmo. Importante ressaltar que a balanga de precisdo deve
estar calibrada e o peso da placa deve ser desconsiderado antes
da pesagem das folhas. Anote o valor do peso fresco, que vai ser
utilizado posteriormente para o cdlculo de LDMC. Apds a pesagem,
coloque as folhas no saco de papel, com a identificagdo numérica do
individuo, e reserve. Repita esse passo para cada um dos individuos
das espécies coletadas.

3.2.2 Digitalizagéo

Para esta etapa é necessaria a utilizagdo de scanner (ou
impressora com a funcdo de digitalizacdo), computador e fita
crepe. Apds a pesagem de todas as folhas de todos os individuos,
selecione uma espécie para iniciar essa parte do processo. Com o
aplicativo do scanner aberto no computador, encontre a funcao
de digitalizagao. Corte pequenos pedacos de fita crepe e os utilize,
se necessario, para acomodar as folhas na prancha de digitaliza-
¢do do scanner. A maioria das folhas nédo é perfeitamente plana,
e a fita garante que elas fiquem bem dispostas no momento da




digitalizacdo. Importante: as folhas ndo podem ficar sobrepostas!
A sobreposicao irda mascarar o valor final da drea foliar. Nao hd a
necessidade de preencher os espacos vazios do interior das folhas,
o que pode ocorrer quando houver a presenca de pequenos bura-
cos causados por herbivoros, por exemplo. Antes da digitalizacao,
confira nas configuracdes de sua maquina a resolucédo da imagem
que serd gerada, ela devera ter, no minimo, 150 dpi (pontos por po-
legadas, do inglés dots per inch). Escaneie a imagem em escala de
cinza, pois isso reduz a necessidade de converté-la antes de medir.
O documento gerado pela digitalizacdo devera estar em formato de
imagem (PNG, TIFF).

3.2.3 Image/

O ImageJ é um aplicativo gratuito, sua instalacao é simples
e o download pode ser feito através do link disponivel na se¢do
“Para saber mais” deste capitulo. Antes do download, vocé deve
escolher o sistema operacional do computador que vocé realizard
as andlises (Windows, Linux ou Mac OS X). Apés a escolha, serd
baixada uma pasta zipada que contém alguns arquivos, entre eles,
o aplicativo intitulado ImageJ.exe. Com um clique duplo em cima do
aplicativo, vocé abrird uma pequena aba em sua janela de trabalho,
conforme Figura 2.

Figura 2: Exemplo de uma drea de trabalho como a janela do aplicativo
Image) apds instalado e aberto para uso.

Fonte: imagem gerada pelas autoras.




Antes de iniciar a andlise da imagem com o ImageJ, vamos
configurar a escala. Contextualizando: dpi é a densidade de pixels
por polegada (inch) em uma tnica dimenséo. Assim, cada resolucao
de imagem (150, 300 dpi) possui um nimero diferente de pixels por
unidade de medida. Como a unidade de interesse é em centimetros,

o ajuste deve ser feito da seguinte forma:
1) divida a resolucao da sua imagem por 2,54 (1 inch = 2,54 cm),
ou seja, o dpi que vocé tem por 2,54 (ex.: 300 + 2,54 = 118,11);
2) no ImageJ, carregue a imagem que vocé vai analisar clicando
em File — Open e selecione a imagem que serd analisada;

3) depois, clique em Analyze — Set scale e preencha conforme
a Figura 3.

4) a opcao Global deve estar selecionada para que em a cada
imagem aberta a escala seja mantida, cada vez que vocé fe-
char o programa esse passo devera ser repetido (quando uma
segunda imagem for aberta, uma caixa de didlogo aparecera a
respeito do Global scale, desmarque a primeira opcdo e mar-
que a segunda, assim a escala serda mantida e ndo aparecerd
mais a caixa cada vez que uma nova imagem for aberta);

Figura 3: Demonstrativo de como deve ser feito o preenchimento
da janela Set scale.

Fonte: imagem gerada pelas autoras.




Com a escala configurada, vamos iniciar nossas andlises!

1) Clique em Image — Adjust — Threshold — B&W — Apply,
isso informa ao aplicativo que a imagem esta em preto e bran-
co (black and white - B&W). Feche a janela (Figura 4).

Figura 4: Demonstrativo da janela Thresold para a configuragéo inicial do
Image).

Fonte: imagem gerada pelas autoras.

2) No menu Analyze @ Set Measurements estdo as fungdes
disponiveis para andlise. Como exemplo, selecionamos Area,
mas vocé pode selecionar o que for de interesse para a sua
andlise. Explicacdes sobre cada funcéo estdo disponiveis no
Guia de uso do aplicativo, a partir da pagina 136, cujo link
esta disponivel na se¢do “Para saber mais” deste capitulo.
Apds selecionar as fungoes, clique em OK. Uma vez seleciona-
das, as fungdes se mantém para futuras andlises com outras
imagens, até o programa ser reaberto ou vocé alterar.




3) Clique novamente no menu Analyze, depois em Tools @ ROI
Manager (ROI = Regions Of Interest), mantenha aberta a
janela que surgiu.

4) Selecione a ferramenta Wand (trancing) toll localizada na
barra de ferramentas do ImageJ logo abaixo do menu Analy-
ze (Figura 5).

Figura 5: Demonstrativo do icone da ferramenta Wand (trancing) tool na
barra de ferramentas do Image).

Fonte: imagem gerada pelas autoras.

5) Clique em uma folha e ela serd selecionada e contornada em
amarelo. Na janela ROl Manager, clique em Add ou pressione
a letra T do teclado para adicionar os valores calculados. Re-
pita o processo para cada folha da imagem (Figura 6).

Figura 6: Demonstrativo da janela ROl Manager com os valores de cada
folha selecionada.

Fonte: imagem gerada pelas autoras.




6) Na janela ROI Manager, clique em Measure.

7) Uma janela Results aparecerda com os valores de cada folha.
Salve os Results clicando em File — Save as. Dé o mesmo
nome que vocé denominou a imagem. O arquivo salvo serd
uma planilha Excel. Esses dados serdo utilizados para a
obtencao dos valores de drea em cm? Também é possivel
copiar os dados diretamente dessa janela para uma planilha
Excel. Na escolha dessa ultima opg¢ao, é necessdrio observar
o tipo de separador decimal do seu Excel: se ponto ou virgula.
ImageJ utiliza o ponto como separador decimal, diferente dos
pacotes brasileiros de Excel, que tém a virgula como padrio. E
preciso atentar a isso, caso contrdrio poderd haver problemas
na leitura correta dos valores.

Apds a andlise de todas as coletas, deposite as folhas em
sacos de papel identificados com o nome da espécie e o numeral
correspondente de cada individuo. Os sacos contendo as folhas
deveréo ser colocados em estufa. E recomendado que a secagem
seja em 70°C por pelo menos 72 horas, ou a 80°C por 48 horas.
Para a pesagem das folhas secas, recomenda-se utilizar uma pinca
para remover as folhas de dentro do saco de papel e acomoda-las
na balanca. O auxilio da pinga é importante para que a umidade e a
gordura presentes nos dedos da méo néo entrem em contato com a
folha seca, evitando, assim, a interferéncia no peso seco final.

3.3. Andlise de dados

Para esta etapa serd necessaria a instalacdo do programa R
Studio. Também sera necessdrio o dowmnload da planilha Strate-
Fy (CSR), disponivel como apéndice do artigo de Pierce et al. (2017).
Os links para download estao na secédo “Para saber mais” deste
capitulo.

Na planilha Stratefy serao inseridos os valores médios dos
atributos funcionais para cada espécie que estamos avaliando.
A partir dos valores obtidos na janela Results no ImageJ, vamos
calcular a média da area foliar de cada individuo das espécies sele-
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cionadas. Assim, para cada individuo vocé devera somar todos os
valores de area foliar encontrados pelo ImageJ e dividir pelo nimero
total de folhas coletadas e mensuradas para o individuo. Repita
esse calculo para cada individuo das espécies que estdo sendo
analisadas. Ao final vocé tera cinco valores médios, se coletou cinco
individuos, por exemplo. Para calcular o valor médio da espécie
basta somar essas médias e dividir pelo nimero de individuos cole-
tados - nesse caso, cinco. A mesma légica deve ser aplicada para os
valores de peso seco e fresco.

3.3.1 Cdlculos para obtengéo dos valores CSR

Nesta etapa vocé ird inserir os valores médios de cada espé-
cie, calculados anteriormente, para area foliar, peso fresco e peso
seco na planilha Stratefy, illustrada na Figura 7. Insira seus dados
nas colunas D, E e F. Dados de area foliar seréo inseridos na coluna
D, “LA (leaf area)’, e deverao estar na unidade de medida de mili-
metros quadrados (mm?). Na coluna E, “LFW (leaf fresh weight)’,
serdo inseridos valores de peso fresco em miligrama (mg). Na
coluna F, “LDW (leaf dry weight)”, serao inseridos valores de peso
seco em miligrama (mg). Atente para a necessidade de conversao de
unidades de medida a partir dos dados originais!

A partir dos valores inseridos nas colunas D, E e F, serdo gera-
dos os resultados nas colunas seguintes (G em diante). Note que as
estratégias ecoldgicas para cada espécie podem ser observadas na
coluna Q (Strategy class). Nas colunas M, N e O estdo os valores em
porcentagem de C, S e R, respectivamente. Esses valores deverao
ser copiados para uma tabela a parte, conforme explicado no item
seguinte. Nas colunas J, K e L estdo os valores dos atributos LA,
LDMC e SLA, utilizados para o cdlculo das estratégias ecoldgicas.
Caso vocé ja possua esses valores de atributos, obtidos da litera-
tura ou de outra base de dados, é possivel coloca-los diretamente
na tabela e, dessa forma, obter os valores de CSR a partir deles.
Nesse caso, atente para o fato de que os valores de LDMC devem




ser inseridos em porcentagem. Para converté-los de mg/g para por-
centagem, multiplique-os por mil e divida por cem.

Exemplo: LDMC de 281,3 mg/g.

Sabemos que 1 grama = 1.000 miligramas. Entdo fazemos:
281,3 mg/1.000 mg = 0,2813. Agora multiplicamos por 100 para
transformar em porcentagem: 0,2813x100 = 28,13%. Resultado:
LDMC = 28,13%. Ou seja, 28,13% da massa fresca da folha é maté-
ria seca, e o restante (71,87%) é agua.

Figura 7: Captura de tela demonstrativa da planilha Stratefy.

Fonte: Pierce et al. (2017).

3.3.2. Construgdo do grdfico terndrio CSR

Com osvalores de C, S e R obtidos na planilha StrateFy (Figura
7 - colunas M, N e O), vocé devera elaborar uma tabela de dados
para dar entrada no R. A tabela deve conter quatro colunas, sendo
que a primeira devera indicar o nome das espécies e as demais 0s
valores de CSR calculados a partir da planilha StrateFy.

O script para construcdo do grafico terndrio (Triangulo de
Grime) demonstrado na Figura 8 esta disponivel no GitHub (https://
github.com/EbookBioinformaticaBiodiversidade/Cap?). Nele cons-
tam comandos que designam os pacotes utilizados, a abertura dos
dados, a confeccao e a plotagem do gréafico. O grafico gerado estd
em sua forma mais basica e pode ser modificado utilizando outros
pacotes e comandos - para alteracao de cores e tamanho da fonte,
por exemplo.




Figura 8: Tridngulo de Grime com a distribui¢céo de estratégias CSR por
espécie.

Fonte: imagem gerada pelas autoras.

No gréfico acima, podemos observar que as plantas aqudti-
cas apresentaram um amplo espectro de estratégias ecoldgicas ao
longo do gradiente de inundagao estudado. Observamos estratégias
primdrias - quando os valores de C, S ou R séo absolutos - e secun-
dérias - quando os valores de CSR sdo intermedidrios. As espécies
indicadas diretamente sob o vértice R apresentam valor de R ab-
soluto e se caracterizam exclusivamente como ruderais (Mayaca
sellowiana e Oldenlandia salzmannii). J& as espécies indi-
cadas sob a linha C-R apresentam valor de S nulo e sdo ruderais
competidoras (Bacopa salzmannii, Cabomba caroliniana,
Centella astatica, Habenaria parviflora, Hydrocotyle bona-
riensis e Utricularia gibba). No lado oposto, a espécie indicada
sobre a linha C-S apresenta valor de R igual a zero e é, portanto,
competidora tolerante ao estresse (Eicchornia azurea). As
demais espécies distribuidas no interior do tridngulo apresentam
valores de C, S e R variados, ou seja, caracteristicas adaptativas
a competicdo, ao estresse e ao distirbio em niveis maiores ou
menores. Uma unica espécie estd préxima do vértice C (Pontede-




ria cordata), as demais apresentam valores de R e S mais altos.
Assim, podemos concluir que o ambiente dinamico da interface
terra-agua do gradiente de inundacao leva a prevaléncia de plantas
com caracteristicas ruderais e tolerantes ao estresse, mas mantém
uma diversidade de tipos de estratégia.

4. Consideragoes finais

Esperamos que este material possa enriquecer a pratica de
docentes em ecologia vegetal e servir como um roteiro de trabalho
para estudantes. Ao executar as etapas de pesquisa, cada estudan-
te terd uma vivéncia da iniciacao cientifica completa, produzindo
e interpretando resultados de seu trabalho. E importante que os
resultados encontrados sejam amplamente discutidos entre do-
centes e discentes para que as aplicagdes do método se conectem
a pratica. Por exemplo, inda na temdtica de gradiente de inundacao,
Albuquerque e Rodrigues-Filho (2019), por exemplo, notaram que a
distribuicao de plantas aquaticas se dava principalmente entre os
eixos R/CR devido a influéncia positiva que a evaporacéo exercia
sobre as espécies com maior drea foliar especifica. Assim, con-
cluiram que as condicdes climaticas influenciaram as estratégias
ecoldgicas e exerceram uma influéncia especifica sobre os tragos
funcionais de espécies nesses ambientes. Dessa forma, a contex-
tualizagdo do saber aliado a métodos ecoldgicos que traduzem as
relacdes que enxergamos na natureza contribui para a formacéao de
profissionais despertos para a interconexéo existente entre os seres
vivos e o ambiente.

Conforme destacado por Pierce et al. (2017), entender as rela-
¢Oes estratégia-ambiente serdo uteis também para prever como as
comunidades poderao responder as mudancgas no clima, nos ciclos
biogeoquimicos e uso da terra, tematicas extremamente pertinen-
tes na atualidade. Ressaltamos a importancia da leitura dos artigos
de Pierce et al. (2017) e Grime (2001), entre outros trabalhos, em que
as caracteristicas de cada uma das estratégias - primdrias e se-
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cundarias - sdo dadas em detalhe. Essa base tedrica é fundamental

para a compreensao e a interpretacao dos resultados encontrados.

5. Para saber mais

Para casos especiais na avaliacdo de atributos foliares, en-
volvendo, por exemplo, folhas compostas, heterofilia, plantas
sem folhas e inclusdo do peciolo, consulte Pérez-Harguindeguy
et al. (2013).

Download ImageJ: https://imagej.net/ij/download.html

Guia de uso do ImageJ: https://imagej.net/ij/docs/guide/146-
Part-IV.html
Download planilha Stratefy: https:/besjournals.onlinelibrary.

wiley.com/action/downloadSupplement?doi=10.1111%
2F1365-2435.12722&file=fecl2722-sup-0004-TableS2.xls

Download RStudio: https://posit.co/downloads/x

Script para construcéo do grafico terndario: https://github.com/
EbookBioinformaticaBiodiversidade/Cap?2

Materiais para leitura e interpretacio das estratégias ecoldgi-
cas do Triangulo de Grime:

» GRIME, J. P,; PIERCE, S. The evolutionary strategies
that shape ecosystems. New Jersey: John Wiley &
Sons, 2012.

»  GRIME, J. P. Plant Strategies, Vegetation Processes
and Ecosystem Properties. 2. ed. Chicheste: Wiley,
200L1.

» PIERCE, S. et al. A global method for calculating plant
CSR ecological strategies applied across biomes world-
-wide. Functional ecology, v. 31, n. 2, p. 444-457, 2017.
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1. Contextualizagdo

Estimativas conservadoras sugerem que a Terra é lar de cerca
de 10 milhdes de espécies. Mesmo sem considerar a miriade de
possibilidades dos dificilmente definidos procariontes (organismos
unicelulares sem nucleo definido, como bactérias e arqueas), ainda
podemos contar com cerca de 8,7 milhdes de eucariontes (organis-
mos cujas células possuem nucleo definido, como protistas, fungos,
plantas e animais) (Diaz; Malhi, 2022). Segundo o Catalogue of
Life (2024), dessas 8,7 milhdes estimadas, existem, hoje, cerca de
2 milhdes de espécies eucaridticas ja descritas, com metade delas
sendo insetos e um quinto plantas vasculares. Os fungos represen-
tam aproximadamente 7% das espécies conhecidas, enquanto os
vertebrados sdo apenas 4%. Contudo, 0s nimeros sao tao impres-
sionantes que a descricdo de todas as espécies eucaridticas pode
levar cerca de 1.200 anos, exigindo o trabalho de 303 mil taxono-
mistas (Diaz; Malhi, 2022).

Todo o potencial da biodiversidade, embora muitas vezes des-
conhecido, j& estd seriamente ameacado. A Terra esta enfrentando
atualmente seu sexto grande evento de extingdo em massa (Cowie;
Bouchet; Fontaine, 2022). As atividades humanas séo as principais
responsaveis por essa crise, pois tém causado degradacao dos am-
bientes naturais e mudancas climdticas que afetam negativamente
ecossistemas ao redor do mundo. Esses impactos resultam em uma
perda acelerada de biodiversidade (Habibullah et al., 2022). Além




disso, mesmo entre as espécies ja descritas, a maioria ainda nao foi
avaliada quanto ao seu estado de conservacao. Isso é especialmen-
te preocupante para grupos historicamente negligenciados, como
plantas e fungos (Nic Lughadha et al., 2020). No caso das plantas,
somente cerca de 16% das espécies foram oficialmente avaliadas
quanto ao estado de conservagdo (IUCN, 2023), sendo ainda es-
timado que, dentre as angiospermas, cerca de 45% das espécies
enfrentam algum grau de ameaca (Bachman et al., 2024). J& no
caso dos fungos, apenas em torno de 0,4% das espécies descritas
foram avaliadas (Antonelli et al., 2023; IUCN, [2023]).

A falta de avaliacao dessas espécies torna dificil implementar
medidas eficazes de conservacédo, aumentando o risco de extingao
para muitas delas. Portanto, a preservacgao da biodiversidade exige
acdes urgentes e coordenadas para mitigar os efeitos das atividades
humanas e proteger os ecossistemas. Sem essas agoes, COrremos o
risco de perder uma grande parte do patriménio biolégico do plane-
ta, com consequéncias imprevisiveis para o equilibrio ambiental e
para a propria sobrevivéncia humana.

Para garantir a eficdcia dos esforcos de conservacao, é es-
sencial inicialmente compreender o nivel de ameaga enfrentado
por cada espécie. Nesse sentido, a Lista Vermelha da IUCN (Inter-
national Union for Conservation of Nature) se destaca como um
método baseado em dados, que utiliza uma metodologia rigorosa e
uniforme para produzir classificacdes consistentes. Esse sistema é
aplicavel a todas as espécies, exceto para micro-organismos, pro-
porcionando uma base confidvel para iniciativas de conservacao
em escala global (IUCN, 2022). No Brasil, essa abordagem ¢ refleti-
da na publicagdo de listas oficiais de espécies ameacadas, como a
atualizacéo da Lista Nacional de Espécies Ameacadas de Extincao
pela Portaria MMA n° 148, de 7 de junho de 2022. Essas listas
utilizam os critérios estabelecidos pela IUCN como referéncia para
suas avaliacoes. Dessa forma, a Lista Vermelha da IUCN se firmou
como uma ferramenta essencial para a conservacgao da biodiver-
sidade, reconhecida por sua eficacia global. E crucial reconhecer a
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importancia de entender profundamente o estado de conservacao
das espécies como um passo inicial vital para sua protecao contra a
exting¢éo, alinhando-se ao principio fundamental de “conhecer para
preservar”.

A TUCN (2024) utiliza cinco critérios para avaliar o grau de
ameaca das espécies: A (redugdo da populagdo), B (distribuicdo
geografica restrita e apresentando fragmentacgao, declinio ou
flutuagdes), C (populagédo pequena e com fragmentacao, declinio
ou flutuagdes), D (populacdo muito pequena ou distribuicdo muito
restrita) e E (andlise quantitativa de risco de extincao). Esses crité-
rios séo aplicados para classificar as espécies em nove categorias
de ameaca distintas: segura ou pouco preocupante (LC), quase
ameacada (NT), vulneravel (VU), em perigo (EN), criticamente em
perigo (CR), extinta na natureza (EW) e extinta (EX). Destas, as
categorias criticamente em perigo, em perigo e vulnerdvel sdo
consideradas graus de ameaca de extincao.

Na avaliacao do estado de conservacao de uma espécie, o
pesquisador deve submeté-la a andlise de todos os critérios, ndo
testando um deles somente se nao houver dados disponiveis para
aplica-lo. A categoria de maior ameaca identificada ao final do pro-
cesso determina a classificacao da espécie.

Este capitulo foca na obtencéo e no tratamento de dados para
avaliar o estado de conservacao das espécies seguindo o critério B,
o qual trata da distribuicdo das espécies. Informacdes geograficas
séo fundamentais para calcular a extensao de ocorréncia (EOO) e
a darea de ocupacéo (AOO) da espécie. Para realizar esses calculos,
utilizaremos informacdes de bancos de dados disponiveis on-line e
a ferramenta GeoCAT - Geospatial Conservation Assessment Tool
(2024), uma ferramenta geoespacial especializada em andlises de
conservacao, que utiliza como base as categorias e critérios adota-
dos pela IUCN.




2. Objetivo

Compreender os principios da avaliagdo do estado de con-
servacao das espécies segundo os critérios da IUCN e aprender a
aplicar o critério B.

3. Descrigdo da atividade “Explorando a
biodiversidade na pratica”

Primeiramente, vamos entender onde obter os dados de
distribuicdo geografica. A segunda etapa serd o tratamento dos
dados, visando garantir sua qualidade e corrigir eventuais erros.
Em seguida, realizaremos a andlise propriamente dita, calculando
a extensdo de ocorréncia (EOO) e a area de ocupacédo (AOO) da
espécie. Apds isso, interpretaremos os resultados e aplicaremos os
dados de acordo com as regras do critério B da IUCN.

3.1. Passo 1: Obtendo os dados de distribuicdo das espécies

Os dados de distribuicdo geografica das espécies podem ser
encontrados em diferentes tipos de bancos de dados, sejam herba-
rios, museus naturais ou plataformas on-line que compilam dados
de colegdes bioldgicas, como o Global Biodiversity Information
Facility - GBIF (https:/www.ghif.org/), e o speciesLink (https://
specieslink.net/) (Para aprender como baixar dados destas plata-
formas ver capitulo “Cole¢des bioldgicas: os bancos de dados da
biodiversidade”, deste livro). Para as andlises a seguir, precisaremos
obter dados de distribuicdo, que consistem em trés colunas: nome
da espécie; latitude; e longitude.

Além dessas fontes tradicionais, é importante destacar a exis-
téncia de aplicativos como o iNaturalist (https:/www.inaturalist.org/) e
o WikiAves (https:/www.wikiaves.com.br/), que permitem que cida-
daos, incluindo estudantes, contribuam ativamente para o registro
dabiodiversidade. Essas plataformas, além de fornecerem dados de
alta qualidade, j& sdo integradas a grandes bancos de dados, como
o GBIF, e podem oferecer registros valiosos, especialmente quando
revisados com critério. Embora nio tenham o mesmo rigor cienti-
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fico que as cole¢des de herbdrios, com uma verificacdo cuidadosa
os dados provenientes dessas plataformas podem ser bastante
acurados. Esse tipo de engajamento pode ser uma excelente forma
de envolver os estudantes no processo de coleta e documentacéo da
biodiversidade, complementando os métodos tradicionais.

3.2. Passo 2: Organizando e tratando os dados

Os dados obtidos podem conter erros e imprecisdes geogra-
ficas, que podem resultar de erros de digitacao ou falhas no GPS
durante a coleta do material. Idealmente, o pesquisador deve ve-
rificar os pontos de ocorréncia para assegurar que as populagoes
ainda existem e que os registros nao estao incorretamente repor-
tados. Além desses fatores, € comum nos depararmos com outros
tipos de erros ao tratar dados de plataformas agregadoras, como o
GBIF ou o speciesLink, que devem ser considerados durante a etapa
de limpeza dos dados.

Dados duplicados: Muitas vezes, registros de uma mesma
coleta podem ser duplicados, devido & presenca de duplicatas do
material em diferentes museus ou herbarios. Agregadores como o
GBIF podem tratar esses registros duplicados como coletas distin-
tas, inflando o nimero de ocorréncias. Nesses casos, € necessario
identificar e remover as duplicatas.

Coordenadas com centroide do municipio: Em situagdes nas
quais as coordenadas geograficas do ponto de coleta nao estdo
disponiveis, o centroide do municipio pode ser usado como uma
estimativa do local. No entanto, essa pratica pode distorcer os re-
sultados, ja que o ponto nao reflete a real localizac¢éo da ocorréncia.
Para andlises de conservacao, o uso de coordenadas de centroides
municipais deve ser evitado.

Coordenadas ausentes: Em muitos registros, as coordena-
das podem estar simplesmente ausentes. Quando nao é possivel
recuperar a informacéo geogréfica correta, o ideal é remover esses
registros da andlise para evitar imprecisdes.




Verificagdo do local de coleta via Google Earth: Ferramentas
como o Google Earth podem ser Uteis para verificar se o local de
coleta original ainda existe ou foi convertido em &areas urbanas,
agricolas ou de pecudria. A andlise de imagens de satélite ao longo
dos anos permite observar mudancas no uso da terra e avaliar se o
habitat da espécie foi alterado por atividades antrdpicas.

Esses erros sao comuns e podem comprometer a precisao das
andlises de distribuicdo e conservacéo. Por isso, a verificacdo e
limpeza cuidadosa dos dados sédo etapas essenciais para garantir
resultados mais robustos e confidveis

Para tratar os dados obtidos das cole¢des biolégicas, vamos
utilizar uma planilha de Microsoft Excel ou o software Notpad++
(https:/motepad-plus-plus.org/). Para esta pratica, utilizaremos o
Notepad++.

Abra seus dados no Notepad++ e verifique se todas as colunas
estdo corretas. Alguns dados baixados podem estar sem a latitude
ou a longitude, ou com o nome da espécie escrito de forma diferente.
Ap6s isso, separe os dados utilizando apenas virgulas, mantendo o
titulo de cada coluna. Ao final do tratamento, vocé deve obter uma
organizacéo dos seus dados semelhante a Figura 1.

Figura 1: Dados organizados no software Notpad++.

Fonte: imagem gerada pelos autores.

Agora vamos salvar o arquivo no formato que o GeoCat utiliza.
No Notepad++, com seus dados ja organizados, clique em “Arquivo”,
depois em “Salvar como..”. Selecione o “Tipo de arquivo” como “All
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types” e escreva “csv” ao final do nome do seu arquivo - por exem-
plo, “Distribuicao_Cserranum.csv”. O arquivo “csv” também pode
ser gerado no software Microsoft Excel. Com o arquivo “csv” salvo,
estamos prontos para efetuar as analises no GeoCat.

3.3. Passo 3: Utilizando o GeoCat

Ao abrir a ferramenta GeoCAT (https://geocat.iucnredlist.org/
editor), vocé se depara com uma tela semelhante a Figura 2. Nesta
tela inicial, vocé ird procurar o botdo no canto inferior direito cha-
mado “Add source”. Clicando nele, vocé vera a opgao para fazer
upload do seu arquivo “csv”.

Figura 2: P4gina inicial da ferramenta GeoCat. A seta vermelha indica onde
fazer o upload do arquivo “csv” para realizar as andlises.

Fonte: IUCN, ([2024]). Disponivel no link: https:/geocat.iucnredlist.org/editor.

Apds o upload completo, clique em “import” e a distribuicdo
da sua espécie sera carregada no mapa. Ao clicar em “Enable EOO/

AOQ” serdo apresentadas a extensao de ocorréncia (EOQ) e a drea
de ocupacao (AOO), conforme a Figura 3.
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Figura 3: Cdlculo de extensdo de ocorréncia (representado em cinza) e drea
de ocupagdo (representada em vermelho) para Chascolytrum serranum
L.N.Silva.

Fonte: IUCN ([2024]). Disponivel no link: https:/geocat.iucnredlist.org/editor.

A extensdo de ocorréncia (EOO), representada pelo poli-
gono em cinza, é a medida da drea total delimitada pelos pontos
extremos onde a espécie é encontrada. Essa métrica considera a
distribuicdo geral da espécie. A érea de ocupacao (AOO), repre-
sentada em vermelho, refere-se a drea onde a espécie realmente
ocorre dentro da EOO. A AOO considera apenas as areas efetiva-
mente ocupadas pela espécie, excluindo regides onde ela nao esta
presente. E importante mencionar que a Area de Ocupacao (AOO),
calculada no GeoCat, segue os parametros da IUCN, que utiliza
uma célula padrao de 2 x 2 km ao redor dos registros de ocorréncia.
Essa escala visa padronizar a avaliagdo da drea ocupada pelas
espécies, permitindo uma comparac¢do mais consistente entre dife-
rentes espécies e regides. No entanto, essa célula pode ser ajustada
conforme necessario, de acordo com a realidade de distribuicéo de
cada espécie. Embora o GeoCat aplique o valor padrdo de forma
automatica, o ajuste manual pode ser considerado para espécies
com distribuicdes muito localizadas ou dispersas, a fim de refletir
com mais precisao sua AOO.

Ap6s o calculo, o GeoCat fornece uma sugestao inicial de nivel
de ameaca baseada nos valores de extenséo de ocorréncia (EOO)
e drea de ocupacio (AOO) da espécie. E importante destacar que
esses valores funcionam como parametros preliminares, auxiliando
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no entendimento da distribuicdo geogréfica da espécie. No entanto,
a classificacédo final do estado de conservacéo exige uma andlise
mais aprofundada, que segue os passos detalhados do critério B da
IUCN. Assim, mesmo que possam ser Uteis, as sugestdes forneci-
das pelo GeoCat nao substituem a avaliacéo oficial, que considera
outros fatores, como fragmentacao da populacgao, declinios e flu-
tuacgdes, para determinar o nivel de ameaca da espécie com maior
precisao.

3.4. Passo 4: Avaliando o grau de ameaga que a espécie
enfrenta

Para realizar a avaliacéo conforme o critério B, vamos utilizar
o documento “Diretrizes para o Uso das Categorias e Critérios da
Lista Vermelha da IUCN”, publicado pela IUCN em 2022, disponivel
no link: https://www.iucnredlist.org/resources/redlistguidelines.

Na pdagina das diretrizes, temos todos os critérios e suas regras
de aplicagao, mas aqui vamos nos ater ao B, conforme a Figura 4.

Figura 4: Recorte do resumo do critério B usado para avaliar se um taxon
pertence a uma categoria de ameaga (criticamente em perigo, em perigo ou
vulneravel).

Fonte: Comité de Padrées e Peti¢gdes da IUCN (2022).

Com os célculos de EOO e AOO em maos, podemos utilizé-los
para aplicar o critério B conforme a Figura 4. O primeiro passo é
analisar quantitativamente a EOO e a AOO. De acordo com a
tabela, nossa espécie exemplo, Chascolytrum serranum L.N.Sil-
va, possui uma extenséo de ocorréncia inferior a 100 km? (5 km?),
0 que a categoriza como “criticamente em perigo”. Analisando a
area de ocupacao, a espécie exemplo possui uma AOO calculada
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em 12 km? o que a categoriza como “em perigo”. Além da andlise
quantitativa, existem subcritérios qualitativos que devem ser ava-
liados com cuidado pelo pesquisador. Note que, para a avaliacao, é
necessdrio satisfazer pelo menos dois dos subcritérios. Conforme os
subcritérios forem sendo analisados, o pesquisador vai anotando o
cédigo de cada um - por exemplo, o codigo “bii” indica que a espécie
sofreu um declinio (observado, estimado, inferido ou projetado) em
sua area de ocupacdo. Dessa forma, ao final da avaliagéo o pesqui-
sador terd uma série de cédigos que descrevem os tipos de ameacas
que a espécie enfrenta.

Como a categoria de maior ameaca define o grau de ameaca
da espécie, nossa espécie exemplo foi classificada como “critica-
mente ameacada” de extin¢éo, conforme o critério B, com o cddigo
Blb(i,ii),c(i,ii). Isso se deve a sua extenséo de ocorréncia menor que
100 km? e as observacdes de campo que indicam que uma de suas
ultimas localidades estd ameacada pelo avanco das atividades hu-
manas, o que também resultou em um declinio na sua distribuicao
nos ultimos anos.

E importante destacar que é essencial fundamentar as
inferéncias realizadas nesta etapa para garantir a qualidade da
avaliacdo. Lembrando que, caso surjam duvidas, todos os subcri-
térios do critério B séo explicados em detalhes ao longo do manual
de diretrizes da IUCN (2022). Outros critérios além do B também
se utilizam de dados qualitativos que requerem uma investigacao
de campo.

4. Consideragoes finais

Destaca-se que a aplicagdo cuidadosa de todos os critérios
disponiveis é essencial para uma avaliacdo precisa do estado de
conservacao das espécies. Cada critério oferece uma perspectiva
Unica e complementar, possibilitando uma andlise abrangente que
considera fatores tanto quantitativos quanto qualitativos.

Este capitulo concentrou-se em demonstrar como avaliar o
critério B, que muitas vezes requer dados detalhados para andlises




completas. Reconhecendo que esses dados muitas vezes estéo fora
do contexto da sala de aula, uma abordagem pedagdgica eficaz
envolve a criacdo de cendrios hipotéticos durante o aprendizado.
Por exemplo, ao simular observac¢des de campo ou fornecer dados
ficticios, os estudantes podem praticar a aplicagdo dos critérios da
IUCN em um contexto controlado. Além de possibilitar o desenvol-
vimento de habilidades técnicas, como a interpretacdo de mapas
de distribuicéo e o cdlculo de EOO e AOO, isso também ensina os
futuros conservacionistas a integrarem dados quantitativos e qua-
litativos de maneira significativa.

Atividade extra: explorando a perda de
biodiversidade com MapBiomas

Para aprofundar a discussao sobre a perda de biodiversidade
causada pela alteracdo de habitats, sugerimos uma atividade pré-
tica utilizando a plataforma MapBiomas (https:/mapbiomas.org/),
uma ferramenta que permite pesquisar mudancas no uso do solo no
Brasil, incluindo o municipio dos préprios estudantes. Ao visualizar
a perda de vegetacao natural em suas regides, os alunos podem
ter um entendimento mais concreto e impactante da degradacao
ambiental ao seu redor.

Atividade sugerida

Explorar o MapBiomas: Oriente os estudantes a acessar a
plataforma e investigar a evolucéo do uso do solo em seu municipio
ou em uma area de interesse.

Analisar a perda de habitat: Peca que identifiquem areas
que ja foram cobertas por vegetacdo nativa e que agora estdo
ocupadas por atividades humanas, como agricultura, pecudria ou
urbanizacao.

Discussado em sala de aula: Apds a pesquisa, promova uma
discussdo sobre como essa perda de habitat pode impactar a
biodiversidade local e globalmente. Incentive reflexdes sobre a
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importancia da conservacao e as possiveis formas de engajamento
para proteger o meio ambiente.

Essa atividade pratica pode ajudar a cativar os estudantes
para o tema da conservacgdo, ao conectd-los diretamente com a
realidade de suas préprias comunidades, e incentiva-los a se enga-
jar ativamente na protecao da biodiversidade.
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1. Contextualizagdo

1.1. A Era Gendémica e os avangos no estudo de populacées
selvagens

Vivemos em um cendrio de acentuado declinio da biodiversi-
dade (ou sexta extingdo em massa) e de crise climdtica, que ameaga
a arvore da vida e consequentes servicos ecossistémicos prestados
a4 humanidade (Ceballos; Ehrlichb, 2023). Nesse contexto, como
uma forma de fornecer suporte para medidas legais de protecao
de espécies ameacadas e acbes de conservagio, € necessario,
primeiramente, melhorar a compreensao da biodiversidade global.
Para isso, realizar estudos de delimitacdo de espécies; identificacdo
dos mecanismos genéticos por tras da adaptacao local; o manejo
e 0 monitoramento de populagdes em vida livre ou de cativeiro; e
programas de reproducao, translocacgéo e reintroducéo de espécies
na natureza sao acdes de extrema importancia (Hogg, 2023; Segel-
bacher et al., 2022; Supple; Shapiro, 2018).

O primeiro passo para a conservacgao é compreendermos quais
sao as entidades que devem ser conservadas. Quando falamos em
entidade, podemos pensar ndo apenas em espécies, mas também
em suas populagdes. No que diz respeito a espécies, precisamos

! Processo por meio do qual as populacdes apresentam caracteristicas que con-
ferem maior sobrevivéncia e reproducdo no ambiente local do que em qualquer
outro lugar.




realizar a delimitacédo destas. Ha diferentes formas de realizar tal
delimitacédo. Estudos de taxonomia cldssicos baseiam-se, princi-
palmente, em dados morfolégicos. Com o avango da tecnologia, a
utilizacéo de dados genéticos se tornou mais acessivel e indispen-
savel nesses estudos.

Marcadores genéticos? mitocondriais e nucleares tornaram-se
muito Uteis em estudos que buscam compreender o relacionamento
entre as espécies. Contudo, a partir da utilizacdo desses dados,
também se pode observar uma maior discordancia filogenética,
problema obtido devido ao uso de diferentes marcadores e/ou
porgdes do genoma amostrado. A utilizagdo de dados genémicos
para compreender a histdria evolutiva de organismos ndo-modelo
mostra-se extremamente eficiente, desvendando uma biodiversi-
dade desconhecida e seus relacionamentos complexos (Lopes et al.,
2023; Musher et al., 2022).

Neste capitulo, quando falamos em abordagens gendémicas,
fazemos referéncia a estudos que utilizam genomas completos ou
diversos marcadores® representativos de regides do genoma. Sao
grandes conjuntos de dados que proporcionam elevado poder anali-
tico, melhorando a precisdo de estimativas de diversidade genética,
estruturacao populacional e histéria demografica, bem como per-
mitindo a investigacdo de questdes antes inatingiveis com dados
genéticos tradicionais (estes, restritos a poucos loct ou pequenas
regides). Ao analisar conjuntos maiores, é possivel minimizar os
vieses de poucas ou uma regido especifica, pois a histdria evolutiva
de um locus ndo serd, necessariamente, a mesma da espécie. Ao
mesmo tempo, dados gendmicos também apresentam novos desa-
fios aos pesquisadores, relacionados a custos de geracao de dados,
complexidade de manuseio destes, disponibilidade de maquinas
com capacidade de analisar os dados e interpretagdo das andlises,
exigindo o conhecimento de ferramentas de bioinformatica.

2 Como marcadores microssatélites (ou STRs), sequéncias repetidas de DNA ao
longo do genoma altamente polimdrficas. Por¢cdes do genoma mitocondrial,
como o gene citocromo B e aregido controle da mitocéndria.

5 Nesse caso, polimorfismos de nucleotideo dnico (ou SNPs) - polimorfismos re-
sultantes da alteracdo de uma Unica base, distribuidos ao longo do genoma.




Avancos nas tecnologias de sequenciamento permitiram a ob-
tencao de dados para um numero crescente de espécies nao-modelo,
incluindo o uso de DNA extraido de amostras histéricas, amostras
nao-invasivas (ex. pelos, penas e fezes) e amostras ambientais* (ex.
agua e solo), comumente obtido em baixas quantidades e com uma
qualidade inferior (Hohenlohe; Funk; Rajora, 2021). Além disso, a
exemplo da tecnologia de sequenciamento por nanoporos (MinION),
atualmente é possivel até mesmo sequenciar amostras em campo,
com equipamentos portateis que permitem andlises dos resultados
em tempo real, rompendo barreiras de acessibilidade em ambientes
com recursos limitados ou de dificil acesso (Wasswa et al., 2022).

De forma geral, as opgdes de sequenciamento diferem prin-
cipalmente na quantidade de genoma que é sequenciada, com a
possibilidade de sequenciar partes especificas do genoma (sequen-
ciamento de representacao reduzida - RRS; na ordem de megabytes)
ou sequenciar o genoma inteiro de um organismo (sequenciamento
de genoma completo - WGS; na ordem de gigabytes). Outros para-
metros importantes envolvem diferentes opgdes de profundidade de
sequenciamento®, custo e capacidade de processamento necessaria
para andlise dos dados. Dependendo da abordagem escolhida, os
cientistas conseguem desvendar histdrias evolutivas complexas,
estimar o impacto de cruzamentos consanguineos, modelar histé-
rias demogréficas®, identificar mutagdes deletérias ou associadas
ao surgimento de novas espécies, investigar o potencial adaptativo
a longo prazo, entre outras possibilidades. A seguir, veremos como
a gendmica pode ajudar a decifrar enigmas taxondémicos e qual a
relevancia disso para a conservacéo de espécies.

1.2. Delimitando espécies e informando agées de
conserva¢do

A classificagao taxonomica de cada unidade evolutiva deve ser
a mais bem resolvida possivel, pois € sob ela que se define o status

4 DNA ambiental (do inglés, environmental DNA - eDNA)
5 Quantidade média de vezes que cada posi¢do do genoma/sitio é sequenciada.
6 Mudancas no tamanho populacional e eventos de migracéo.
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de conservagao’. Os critérios para a definicdo do status envolvem,
além da classificacéo taxonémica, a quantidade de dados disponi-
veis, o tamanho populacional da espécie, o grau de fragmentacao
de suas populacdes, a distribuicdo geogréfica, entre outros fatores
(IUCN, 2012). Uma espécie que apresenta diversas populagoes iso-
ladas que carecem de estudos ecoldgicos e genéticos pode estar sob
grande ameaca. Essas populagdes que acreditamos serem compos-
tas de apenas uma espécie podem apresentar um numero ainda
nao descoberto de unidades evolutivamente significativas (ESUs?®)
que precisam urgentemente de medidas de conservacéao. Para isso,
é necessdrio que estejamos atentos aos conceitos de delimitacéo de
espécies (Frankham; Ballou; Briscoe, 2008).

Entre os cientistas ndo hd um consenso sobre qual conceito
é 0 mais correto. O fenético define uma espécie a partir das simi-
laridades fenotipicas; o ecolégico reconhece uma espécie como um
grupo que explora e ocupa o mesmo nicho ecoldgico; e o biolégico
define que, para um grupo ser considerado uma espécie, os in-
dividuos devem ser capazes de intercruzarem entre si e estarem
reprodutivamente isolados dos demais (Ridley, 2006). Esse grupo é
capaz de trocar material genético dentro da sua populacéo e entre
populacdes adjacentes, produzindo uma prole vidvel e fértil. Isto
geralmente ndo acontece quando ha o cruzamento entre membros
de espécies diferentes, as quais podem ser incapazes de reproduzir
(isolamento pré-zigético) ou podem gerar descendentes estéreis (iso-
lamento pds-zigdtico). Esse conceito tem sido o mais aceito dentro
da genética de populacdes?®, biologia evolutiva e biologia da conser-
vacgao® (Frankham; Ballou; Briscoe, 2008).

Apesar de ser o conceito mais usado, estudos recentes mos-
tram que o surgimento de uma espécie é mais complexo do que

7 Nao avaliada (NE), dados insuficientes (DD), menos preocupante (LC), quase
ameacada (NT), vulnerdvel (VU), em perigo (EN), criticamente em perigo (CR),
extinta na natureza (EW) e extinta (EX).

8 Doinglés, Evolutionarily Significant Units.

9  Area da biologia que estuda a dinamica populacional das espécies em relacéo a
sua frequéncia alélica e processos de evolugéo.

10 Area que visa compreender os impactos das atividades humanas sobre as espé-
cies, buscando medidas para conservar essas entidades.




apenas a simples separacao do seu ancestral, devido ao isolamento
reprodutivo. Tal processo pode também envolver eventos de in-
trogressao! e separacao incompleta de linhagens'?, que violam as
premissas do conceito bioldgico, uma vez que uma espécie pode
surgir a partir da hibridizacao de ESUs distintas. E o caso do estudo
da histdria evolutiva dos lobos-marinhos-peruanos (Lopes et al.,
2023), que empregou dados gendémicos para reconstruir os relacio-
namentos filogenéticos entre as espécies.

A reconstrucao filogenética permite reconhecer a monofilia®
de um grupo taxondmico, sua diversidade genética e fluxo génico
entre populagdes. Os principais métodos de reconstrucéo filoge-
nética sdo: a maxima verossimilhanca, a inferéncia bayesiana e o
Neighbor-Joining (Matioli; Fernandes, 2012).

Em resumo, a aplicacdo de dados gendmicos para estudar
a histdria evolutiva dos organismos nos permite compreender os
relacionamentos e a classificagdo de distintas ESUs, ajudando a
identificar e proteger espécies que podem ser morfologicamente si-
milares, mas geneticamente diferentes (Trindade et al., 2021). Uma
vez que as identificamos, € possivel calcular outras métricas, como
a diversidade nucleotidica, o tamanho populacional efetivo', o grau
de endogamia, entre outras. Esses parametros fornecem embasa-
mento para a melhor tomada de decisédo no ambito da conservacao
da biodiversidade do nosso planeta, permitindo, por exemplo, o
planejamento para criacdo de areas protegidas e corredores de
dispersao.

Os avancos continuos nas tecnologias de sequenciamento
e bioinformatica oferecem poderosas ferramentas que prometem
auxiliar os profissionais no enfrentamento de desafios complexos
relacionados a biodiversidade e a crise climdtica. A utilizacéo da
gendmica é uma dessas ferramentas. A aplicagdo de dados gendmi-

1 Insercdo de genes de uma espécie no genoma de outra.

2 Retencéo de polimorfismos ancestrais em linhagens préximas evolutivamente.

5 Conceito da biologia evolutiva que descreve um agrupamento taxonoémico que
inclui um ancestral comum e todos os seus descendentes.

4 Calculado com base no nimero de individuos que contribuem reprodutivamente
para a espécie.




cos no estudo de populacdes e espécies nos auxilia na compreensao
dos relacionamentos filogenéticos e na delimitagdo de entidades
evolutivas distintas, importantes para o estabelecimento de uni-
dades prioritdrias para conservacdo. Logo, é importante que os
futuros profissionais da area estejam atualizados e preparados
para explorar suas potenciais aplicacoes.

2. Objetivo

Ao final desta atividade, os alunos deverdao ser capazes de:
(I) aplicar métodos de andlise filogenética para delimitag¢do de
espécies; (II) comparar as vantagens e limitacbes de diferentes
conjuntos de dados genémicos no contexto de andlises filogenéti-
cas; (I1I) avaliar as filogenias obtidas e a relagéo entre as espécies;
e, por fim, (IV) explorar e avaliar as implica¢des do resultado para
decisOes de conservacao dos organismos-alvo.

3. Descrigdo da atividade

3.1. Publico-alvo e requisitos para a atividade

Para a execucdo da atividade, é esperado que os alunos ja
tenham sido introduzidos a interpretacéo de filogenias e disponham
de computadores com acesso a internet.

3.2. Contextualizando os alunos

As tartarugas-marinhas sdo um grupo de distribuicao global
que historicamente tem sofrido reducdes populacionais devido a
pesca acidental, a caca de ovos e de individuos adultos (Jackson,
2001). Esses declinios tém motivado esforcos globais de conser-
vacao desde 1950, incluindo diversas medidas para proteg¢ao de
praias, regulacdo da pesca e estabelecimento de dreas de protecao
(Hamann et al., 2010; Wallace et al., 2011). Atualmente, segundo a
IUCN®, quatro espécies sado categorizadas como vulneraveis (VU)
(Caretta caretta, Chelonta mydas, Dermochelys coriacea e
Lepidochelys olivacea), duas espécies como criticamente em

5 Unido Internacional para a Conservacao da Natureza.
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perigo (CR) (Eretmochelys imbricata e Lepidochelys kempii) e
uma espécie sem dados suficientes (DD) para categorizacao (Nata-
tor depressus).

A quantidade de dados de sequenciamento disponiveis atual-
mente traz consigo um desafio: quais tipos de sequéncias utilizar? A
resposta para essa questao vai depender de fatores como o objetivo
do trabalho, os tipos de dados que os ultimos estudos usaram e a
disponibilidade computacional.

Quando pensamos no tipo de pergunta que queremos res-
ponder, precisamos também levar em consideracdo os dados que
serdo utilizados. Levando em consideracéo a questéo de delimita-
cdo de espécies e estrutura de populacdes. Marcadores genéticos
classicos, como os microssatélites (para a regiao nuclear) ou genes
mitocondriais (ex. D-loop, cyt-b e COI), podem ser dteis como ponto
de partida, devido ao baixo custo financeiro e computacional,
permitindo a andlise de muitos individuos e auxiliando a explorar o
padrédo de agrupamento.

O genoma mitocondrial, uma heranca unicamente materna,
pode ser utilizado em casos de populagdes com divergéncia recente
devido a taxa de mutacao elevada. Além disso, em termos de esfor-
¢o computacional, esse tipo de dado é intermediario em relagdo aos
marcadores cldssicos e genomas completos, devido ao seu tamanho
reduzido. Contudo, ele apresenta propriedades'® que podem resultar
em discordancias nos resultados quando comparados ao genoma
nuclear, como topologias conflitantes, tempos de divergéncia e di-
versidade genética.

O genoma nuclear, por sua vez, permite explorar as mesmas
questdes que o mitocondrial, levando em consideragdo a recom-
binacdo entre os genomas, o que agrega um grau de complexidade
na compreensao dos relacionamentos. Esse tipo de dado soluciona
as discordancias filogenéticas encontradas no uso dos marcadores

16 Sistema de heranca matrilinear (transmissédo exclusiva da linhagem materna

para a prole), taxa de mutacdo mais elevada que o genoma nuclear e auséncia
derecombinacao.




classicos, causadas por introgressdes/hibridizacdes e separacao
incompleta de linhagens. Além disso, também permite fazer esti-
mativas de demografia histdrica, heterozigosidade e estimativas
populacionais. Quando a localizagdo dos componentes genémicos
(regides codificantes, regides repetitivas, regides transponiveis, etc.)
estd disponivel (chamada de anotagido gendmica), torna possivel
analisar as fungoes génicas, variantes locais ligadas a populacoes,
genes sob selecao e estrutura cromossémica. Entretanto, o custo
computacional e financeiro desse tipo de dado é consideravelmente
maior em comparagao aos mencionados anteriormente.

Dentro das possibilidades para desvendar relacionamentos
filogenéticos, o ideal é o uso de genomas nucleares completos, per-
mitindo a realiza¢ao de andlises mais refinadas. Contudo, isso nem
sempre é uma realidade devido aslimitacdes computacionais. Sendo
assim, na atividade a seguir serdo utilizadas sequéncias compondo
dois conjuntos de dados, um com sequéncias da regido controle da
mitocondria (D-loop) e outro com genomas mitocondriais comple-
tos. Serdo utilizadas sete espécies de tartarugas-marinhas e uma
espécie mais distante filogeneticamente (Chelydra serpentina)
como grupo-externo'”. No primeiro, serdo utilizados dois individuos
por espécie (um individuo do Oceano Atlantico e outro da regido
indo-pacifica) para espécies com distribuicdo global. No segundo,
havera apenas um individuo por espécie.

Dispondo desses dois conjuntos de dados, testaremos se é
possivel recuperar clados monofiléticos com monofilia reciproca'®
ou se as populacdes constituem unidades evolutivas distintas. Para
estimar o relacionamento evolutivo desse grupo, sera realizado o
alinhamento das sequéncias, a estimativa de modelo evolutivo® e
as estimativas filogenéticas usando dois métodos: méxima verossi-
milhanca e Neighbor-Joining.

7 Espécies distantes filogeneticamente usadas como grupo de referéncia para de-
terminar as relagdes evolutivas do grupo a ser analisado.

8 Quando existe concordancia nas topologias estimadas a partir de diferentes
dados.

19 Padroes de substituicédo nucleotidica.




3.3. Obtendo os dados e as ferramentas necessdrias

Inicialmente, é preciso baixar as sequéncias das espécies-al-
vo. Para isso, acesse a base de dados do NCBI (National Center for
Biotechnology Information), disponivel em https:/www.ncbi.nlm.
nih.gov.

A) Nabarra de pesquisa, selecione a opgédo “Nucleotide” e digite

0 acesso “AF514311.1” para buscar a sequéncia da tartaruga-

-oliva (Lepidochelys olivacea) do Oceano Atlantico (Figura

1A). Baixe a sequéncia conforme a Figura 1B.

Figura 1: Base de dados de sequéncias biolégicas do NCBI.
(A)

(B)

Fonte: imagens geradas pelos autores.

B) Renomeie o arquivo baixado com o nome da espécie (“Lepido-
chelys_olivacea_atl” ou “Lolivacea_atl”).

C) Abra o arquivo e renomeie o cabecalho (linha que contém o
simbolo “>”) com 0 mesmo nome que foi dado ao arquivo fasta.
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D) As sequéncias restantes estdo disponiveis em https://github.
com/EbookBiocinformaticaBiodiversidade/Cap4.

E) Agora que ja foram baixadas todas as sequéncias de interes-
se, é necessario que elas estejam em um unico arquivo fasta.
Para isso, crie um novo arquivo de texto, adicione a extensao
“fasta” ao nome e copie o cabegalho e a sequéncia de cada
espécie para esse novo arquivo uma abaixo da outra. Em
seguida, instale o programa MEGA 11 (disponivel em https://
www.megasoftware.net/home).

3.4. Alinhamento

A) Abra o MEGA 11, importe o arquivo com todas as sequéncias
da regido controle (Figura 2A) e clique em “align” para abrir
as sequéncias (Figura 2B).

Figura 2: Passo a passo para o carregar as sequéncias no MEGA 11.
(A

(B)

Fonte: imagens geradas pelos autores.

B) Selecione todas as sequéncias e clique em alignment para se-
lecionar um algoritmo de alinhamento (MUSCLE ou ClustalW)
(Figura 3A). Neste exemplo, serd usado o algoritmo MUSCLE
devido a maior velocidade e precisédo com alinhamentos com-
plexos. Salve o alinhamento conforme a Figura 3B.



https://github.com/EbookBioinformaticaBiodiversidade/Cap4
https://github.com/EbookBioinformaticaBiodiversidade/Cap4
https://www.megasoftware.net/home
https://www.megasoftware.net/home

Figura 3: Passo a passo para o alinhamento de sequéncias no MEGA 11.
A)

(B)

Fonte: imagens geradas pelos autores.

3.5. Andlise de dados
A) Abra o alinhamento da mesma maneira que fez com o arquivo
“fasta”, clique em analyze e depois em yes.

B) Verifique qual modelo de substitui¢do de nucleotideo melhor
se adequa para o conjunto de dados (Figura 4).




Figura 4: Passo a passo e par@metros usados na estimativa do modelo de
substituigéo.

Fonte: imagens geradas pelos autores.

C) Ao final do teste serd aberta uma janela com a tabela con-
tendo os modelos evolutivos que foram testados (Figura 5). O
modelo com o menor valor de BIC (Bayesian Information
Criterion) é o mais adequado para ser usado na estimativa
filogenética, pois garante que o modelo selecionado tem um
bom ajuste aos dados, sem possuir parametros excessivos que
levariam ao sobreajuste (do inglés overfitting?°).

20 Ocorre quando um modelo estatistico ou de aprendizado de maquina se ajusta
tdo bem aos dados de treinamento que capta nao apenas os padrdes reais, mas
também o ruido e as variagdes aleatdrias presentes.
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Figura 5: Resultado da estimativa de modelo de substituigéo.

Fonte: imagem gerada pelos autores.

D) Quando clicar no icone “phylogeny”, vera que existem diver-
sos métodos disponiveis. Neste tutorial serdao usados apenas
dois: Neighbor-Joining, que utiliza uma matriz de distancia
par a par para determinar os agrupamentos; e maxima veros-
similhanca, que determina quais combinacdes de topologia,
comprimentos de ramos e modelo evolutivo sdo mais provaveis
de serem observados com base nas sequéncias fornecidas. Os
parametros que serdo usados estdo nas Figuras 6A e 6B.




7

Figura 6: Passo a passo e par@metros usados na estimativa filogenética.

Fonte: imagens geradas pelos autores.

E) A filogenia esperada é apresentada na Figura 7. Exporte a
filogenia em formato newick (.nwk) para poder abri-la em
outros programas de visualiza¢éo, como o Figtree (disponivel
em: https://github.com/rambaut/figtree/releases).

Figura 7: Filogenia das tartarugas-marinhas com base na regido-controle da
mitocéndria.

Fonte: imagem gerada pelos autores.



https://github.com/rambaut/figtree/releases
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F) Agora com o conjunto de dados do genoma mitocondrial
completo, refaga o passo a passo e compare os resultados, a
topologia pode ser verificada na Figura 8.

Figura 8: Filogenia das tartarugas-marinhas com base em genomas
mitocondriais completos.

Fonte: imagem gerada pelos autores.

3.6. Discusséo e avaliagéo da aprendizagem

Tendo executado a atividade corretamente, os alunos terdo
obtido a monofilia de todos os géneros de tartarugas-marinhas. Os
individuos de oceanos distintos foram recuperados pertencendo
ao mesmo grupo monofilético em ambos conjuntos de dados. Uma
vez que ESUs sdo identificadas, a implementacéo de estratégias de
conservacao pode ser realizada para beneficiar todos aqueles que
compartilham das mesmas adaptacdes e necessidades ecoldgicas.

Apesar de recuperar o mesmo relacionamento em ambos os
marcadores, podemos verificar que os ramos com menos de 80% de
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suporte nas replicatas de bootstrap* foram rearranjados na filoge-
nia do genoma mitocondrial com 100% de suporte. Esse resultado
exemplifica a necessidade de explorar diferentes tipos de dados e
métodos antes da tomada de decisGes acerca do planejamento e da
alocacédo de recursos para conservacdo. Ao integrar andlises filo-
genéticas e dados filogeograficos, por exemplo, é possivel entender
o histdrico de conectividade ou isolamento entre populacdes. No
caso de populagdes historicamente isoladas, é importante evitar
a introducéo de individuos geneticamente diferentes, para nao
comprometer adaptacdes locais. J4 para populacdes recentemente
isoladas por causas antropogénicas, recomendam-se estratégias de
reconexao de habitats, como corredores de dispersao.

A topologia filogenética pode revelar que uma espécie ocupa
uma posicdo basal na filogenia. Espécies com alta divergéncia
(ramos compridos) de suas espécies-irmés poderiam ser priorizadas
em razao da sua importancia a diversidade do grupo (D. coriacea
no nosso exemplo). O lobo-marinho-peruano é um exemplo do uso
da andlise filogenética na conservacao. Durante décadas, a espécie
foi considerada uma populacéo pertencente ao lobo-marinho-sul-a-
mericano. Utilizando um conjunto de andlises gendmicas, chegou-se
a conclusédo de que a espécie teria uma origem hibrida, com carac-
teristicas genéticas, comportamentais e morfoldgicas unicas, que
necessitam de atencgao especial na sua conservacao.

A identificacdo de um grupo monofilético é o primeiro passo
para a identificagdo correta de ESUs para destinar esforcos de
conservacao. Os proximos passos envolvem estimativas de diversi-
dade e demografia da ESU em questao. O MEGA 11 também é capaz
de realizar essas andlises populacionais (estimativa de diversidade
nucleotidica, indice de diferenciacgio, teste de selecéo, etc.), sendo
resultados essenciais para elaboragao de planos de conservacéo.

Para guiar a discussdo e a avaliacdo de aprendizagem, os
alunos podem ser instruidos a:

2l Método que faz uma subamostragem das sequéncias e replica a analise para
verificar se o resultado se repete sem a necessidade de analisar os dados
completos.




74

investigar os relacionamentos obtidos com dados genéticos e
combind-los com as informacdes disponiveis na internet sobre
diferencas morfoldgicas e a distribuicdo geografica de cada
uma das espécies (ex: caracteristicas da carapaga, tamanho
corporal, textura da pele, habitat (costeiras ou de oceano
aberto) e termorregulacao;

comparar as filogenias obtidas com os dois conjuntos de
dados e descrever se houveram diferencas na topologia ou
suporte dos ramos, bem como explicar a importancia de testar
diferentes tipos de dados;

falar sobre o papel da genémica na delimitacdo de espécies,
discutindo sobre as diferencas na utilizagao de poucos marca-
dores e genoma completo e as consequéncias de hibridizacao
e radiac¢oes de linhagens nas filogenias;

discutir também como a delimitacéo correta ou incorreta pode
influenciar na conservacao dessas espécies;

refletir sobre as filogenias e se elas sozinhas fornecem informacgoes
suficientes para a tomada de decisdes de conservacao, ou que tipo
de informacées também devem ser levadas em consideragio;

caso os alunos queiram um desafio, é possivel sugerir que eles
explorem adicionar outras espécies de tartarugas na filogenia,
o que pode ser feito acessando o GenBank (https:/www.nchi.
nlm.nih.gov/genbank/) e procurando por outras espécies de
tartarugas na ferramenta de busca do site (Figura 9). Depois
de encontrar a espécie de interesse, atentar-se ao marcador
que a sequéncia representa (Figura 10). De preferéncia, esco-
lher os mesmos marcadores das andlises anteriores. Quando
encontrar a espécie e o marcador, clicar em “FASTA” (Figura
11). O aluno sera redirecionado para uma nova pagina, na qual
ele deve selecionar a regiao do cabecgalho (“>”) e a sequéncia
(Figura 12). A porcao copiada deve ser colada no arquivo
contendo as outras espécies e 0 mesmo marcador (Figura 13),
como no passo 3.3E. Depois da realizacdo desses passos,



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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continuar com os seguintes passos, como descrito no exercicio
anterior, com o alinhamento (tépico 3.4) e a andlise de dados
(tépico 3.5). Realizar a mesma comparacio e discussdo. Com-

parar as filogenias entre os alunos.

Figura 9: Busca por uma espécie, ou grupo, e um marcador no site do
GenBank.

Fonte: imagem gerada pelos autores.

Figura 10: Checagem do marcador.

Fonte: imagem gerada pelos autores.

Figura 11: Abrir o arquivo FASTA da sequéncia.

Fonte: imagem gerada pelos autores.

Figura 12: Abrir o arquivo FASTA da sequéncia para copiar.

Fonte: imagem gerada pelos autores.
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Figura 13: Colar a sequéncia junto &s sequéncias do mesmo marcador das
demais espécies de tartarugas.

Fonte: imagem gerada pelos autores.

4. Consideragoées finais

E possivel reconhecer diferentes espécies através da aplicacio
de dados gendmicos com analises de reconstrucéo filogenética. A
delimitacéo imprecisa de espécies leva a ma gestéo e ao desperdi-
cio de recursos para a conservagéo, ao proteger equivocadamente
espécies ndo ameagadas. Por isso, é importante identificarmos a
real classificagdo das ESUs e, logo, o status de conservagao mais
aproximado da realidade da espécie.

A utilizagdo de dados genémicos permite desvendar histé-
rias evolutivas complexas que ndo sido possiveis de compreender
quando utilizamos apenas alguns loct ou aspectos morfolégicos
isoladamente.
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1. Contextualizagdo

Os bancos de dados da biodiversidade armazenam informa-
¢Oes extremamente valiosas para diversas pesquisas e estudos,
além de serem utilizados para tomada de decisdo em dérgaos publi-
cos (Briggs, 2006). Dentre suas diversas aplica¢es, destacam-se
a utilizacdo para elaborar e monitorar a¢des de conservacao da
biodiversidade (Pougy et al., 2014), a producéo de listas de espécies
ameacadas de extin¢édo (Martinelli et al., 2014), a andlise da distri-
buicéo das espécies (Barros et al., 2012), os estudos evolutivos dos
taxons (Meineke et al., 2018), além de servirem como instrumento
para o ensino e a divulgacgéo cientifica (Kawakita, 2022).

Colecoes bioldgicas tém como objetivo registrar a diversidade
bioldgica e servir de referéncia para taxonomistas (Arifio, 2010).
Séo, assim, umas das fontes mais importantes de conhecimento
sobre os organismos vivos, disponibilizando diversas informacoes
sobre eles, desde a composicao dos ambientes até os dados sobre
a distribuicao e a variagao da biodiversidade ao longo do tempo
(Peixoto et al., 2009).

A digitalizacdo das cole¢cdoes ampliou as colaboracdes inter-
nacionais e o acesso aos paises localizados nos trépicos aos dados
que antes estavam disponiveis apenas em museus e herbarios da
América do Norte e Europa (Meineke et al., 2018). Devido a falta
de recursos, durante muito tempo pesquisadores dos paises neotro-
picais ndo conseguiam acessar esses materiais, o que impactava




diretamente suas pesquisas. Hoje em dia, muitos trabalhos sao
facilitados pela eliminacdo da necessidade de deslocamento geo-
grafico até as colegdes para obter as informacdes desejadas. Um
exemplo de sucesso na questdo da repatriagdo é o projeto Plantas
do Brasil: Resgate Histdrico e Herbario Virtual para o Conhecimento
e Conservacéao da Flora Brasileira (REFLORA), cujo principal obje-
tivo é digitalizar e repatriar espécimes de plantas brasileiras que se
encontram depositadas em museus de outros paises (BFG, 2015). A
repatriacdo dos exemplares é um passo fundamental para garantir
a preservacédo da maior flora nativa do mundo, que o Brasil abriga,
ajudando a evitar a biopirataria e a promover o uso sustentdavel das
espécies, contribuindo para que o Brasil mantenha seu patriménio
natural.

Com o avanco da tecnologia e da diversificacdo das formas
de disponibilizacdo de dados, atualmente existem inimeras pla-
taformas que oferecem uma vasta gama de informacdes sobre
a biodiversidade. Um exemplo notavel é a base de dados on-line
Global Biodiversity Information Facility (GBIF), que permite o
acesso a uma grande quantidade de dados sobre diversas espécies.
Essa facilidade de acesso a registros aprimora e possibilita a reali-
zacdo de uma ampla variedade de estudos com maior precisao.

Além disso, o GBIF é uma rede internacional de dados que for-
nece acesso aberto a informacdes disponiveis sobre todos os tipos
de vida no planeta (GBIF, [2024]). Dados globais como esses sdo
essenciais para reduzir ao maximo possivel viesses nas pesquisas.
Aorealizar um trabalho utilizando apenas registros de determinado
local, o pesquisador fica restrito a esse banco de dados, que muitas
vezes pode ser limitado, e fica sujeito ao viés de coletor. O viés de
coletor é a tendéncia de amostragem em se limitar a locais préxi-
mos a rotas de acesso (Oliveira et al., 2016).

Entretanto, mesmo esses registros globais demandam um
cuidado especial ao serem utilizados devido a erros de digitacao,
pois podem ser encontrados registros com coordenadas incorretas.
Um exemplo sdo os pontos de coordenadas geograficas que podem
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ser encontrados no meio do oceano para plantas terrestres (Zizka
et al., 2019).

Os registros de ocorréncia sdo fundamentais para a docu-
mentacao da biodiversidade. Neste capitulo, portanto, utilizaremos
dados disponiveis na plataforma GBIF para criar um mapa de
distribuicdo de uma determinada espécie, comparando os dados
globais com os regionais. A partir deles, o professor podera discutir
com a turma a importancia do acesso aos dados globais e seus im-
pactos no resultado final das andlises.

2. Objetivo

Capacitar os alunos a utilizar dados de ocorréncia de espécies
disponiveis em plataformas de biodiversidade para criar mapas de
distribuicio e realizar andlises comparativas entre dados regionais
e globais.

3. Descrigdo da atividade

A atividade estd dividida em trés etapas: (I) a obtencao dos
dados de distribuicdo global e regional para a espécie de interes-
se; (II) a criacdo do mapa de distribuicdo utilizando um script em
linguagem R; e (III) a andlise e a discussédo dos dados obtidos. A
primeira etapa tem como objetivo familiarizar os alunos com as
plataformas GBIF e speciesLink no processo de extracéo de dados.
Assim, os alunos terdo mais conhecimento das plataformas e po-
derdo obter dados de qualquer espécie de interesse que disponha
de registros on-line. A segunda etapa tem como foco ensinar aos
alunos a utilizar a linguagem R para criar mapas de distribuicao
a partir dos dados obtidos. Nessa etapa serd fornecido um script
basico para a criacdo de mapas de distribuicdo e a explicagio de
cada parte do cédigo. Além disso, serd possivel introduzir os concei-
tos basicos da linguagem R e a instalagdo dos pacotes necessarios
para a elaboracdo dos mapas. A terceira etapa serd o momento
de desenvolver habilidades analiticas nos alunos, permitindo-lhes
interpretar e discutir os resultados obtidos. Nesse momento serd




importante orientar os alunos na analise dos mapas de distribui-
¢do gerados, destacando os padrdes de distribui¢do e as possiveis
discrepancias entre os dados globais e os regionais. Ademais, serd
possivel promover uma discussdo em grupo sobre os fatores que
podem influenciar a distribuicdo das espécies, como o clima, o ha-
bitat e as atividades humanas.

3.1. Explorando a biodiversidade na prética

A primeira etapa consiste em obter as tabelas com dados
de distribuicdo para a espécie-alvo. Vamos utilizar duas platafor-
mas para esta etapa: GBIF e speciesLink. Para o nosso exemplo,
utilizaremos a espécie Calydorea campestris (Klatt) Baker. Os
dados obtidos a partir do GBIF serao referenciados como “Conjunto
de Dados 1”. O passo a passo para baixar os dados de distribuicao
para Calydorea campestris na plataforma GBIF encontra-se na
primeira etapa do script disponibilizado no Anexo I.

Sugerimos que, primeiramente, sejam baixados os dados do
speciesLink (Conjunto de Dados 2). Em seguida, utilize o script dis-
ponivel em https://github.com/EbookBioinformaticaBiodiversidade/
Capb para baixar os dados do GBIF. Apds obter os dois conjuntos
de dados, prossiga com a confeccido dos mapas de distribuicao,
comparando as informacdes de ambos. A parte do script referente
a criacao do mapa estd disponivel na segunda etapa.

Passo a passo para baixar dados do speciesLink: (chamare-
mos os dados obtidos dessa plataforma de “Conjunto de Dados 2”):

« abra seunavegador e va para o site www.specieslink.net;

« faca login, se vocé ja tem uma conta no speciesLink, ou, se
nao, cadastre-se para poder realizar o download dos arquivos;

« clique no botao “busca”, que ira abrir a janela de filtros

« na darea de identificagdo, clique na barra “nome cientifico” e
insira o nome da espécie Calydorea campestris;
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e na drea de colecdo, insira o acronimo de um herbario, como,
por exemplo, ICN (Herbdrio ICN - UFRGS), e selecione a caixa
de marcacao;

e clique no botdo “REGISTROS” para observar as coletas regis-
tradas do espécime;

e pararealizar o download, clique no botdo “BAIXAR” - no for-
mato do arquivo, clique em “Excel”, na opc¢édo de conjunto de
campos, clique em “para Maxent”, nos campos darwin core,
utilizaremos para a atividade pratica os campos de “scientif-
icname”, “latitude” e “longitude”;

e apos, clique em “CONFIRMAR?”;

e vocé recebera um e-mail com um link para baixar os dados
quando o processamento estiver concluido.

3.2. Do download a visualizagéo: criagdo de mapas de
distribuigdo com R

Em plataformas de dados como GBIF e speciesLink, além
de aprender a manipular os dados, na segunda etapa faremos uso
das planilhas de distribuigdo que baixamos na etapa anterior. Para
isso, serd necessario que os alunos instalem o R e o RStudio (https://
www.r-project.org/). O script devera ser rodado no RStudio. Além
disso, é necessario que os alunos tenham o conjunto de dados salvo
no computador. O script que servird como base para a andlise
encontra-se disponivel em:https://github.com/EbookBioinformatica
Biodiversidade/Cap5. Os pacotes necessarios estdo listados nas
primeiras linhas do cddigo e podem ser instalados utilizando a
funcao install.packages(), a qual baixa e instala pacotes do reposi-
tdrio oficial do R ou de outras fontes. Apds a instalagdo, os pacotes
nao sdo carregados automaticamente, e para utiliza-los no seu
script é necessario carrega-los com a funcéo library(), que torna as
funcdes e recursos do pacote disponiveis para uso no ambiente de
trabalho.

Apds isso, abriremos o mapa mundial com o comando data(wrld
_simpl). Logo em seguida, iremos plotar o mapa com o comando
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plot(wrld_simpl). Com o comando read.csv e read_excel, iremos car-
regar as planilhas de distribuicdo. Lembre-se de copiar o endereco
dolocal onde estdo armazenadas as planilhas. Na etapa “ajustando
0 mapa” serd possivel editar as cores do mapa e dos pontos de dis-
tribuicéo para o conjunto de dados. Apds as edi¢cdes necessarias, é
esperado que o mapa de distribuicdo dos conjuntos de dados seja
obtido.

3.3. Andlise e discusséo dos dados

Apds a execugdo do script com os dois diferentes conjuntos
de dados, o docente, juntamente com os alunos, podera comparar
os mapas de distribuicao gerados. Com base no Conjunto de Dados
2, que contém dados de amostras de apenas um herbdrio, pode-se
inicialmente concluir que a espécie Calydorea campestris é res-
trita a Regido Sul do Brasil e que pode estar ameagada (Figura 1).
No entanto, ao visualizar o mapa gerado a partir do Conjunto de
Dados 1 (Figura 2), é possivel observar que a espécie possui muitos
registros em varias regides, incluindo Sao Paulo. Dessa forma, con-
clui-se que Calydorea campestris ndo € uma espécie endémica da
Regido Sul do Brasil e que apresenta um nimero maior de registros,
nao estando, assim, ameacada de extincao.

Além disso, com esse tipo de atividade é possivel estudar os
efeitos da fragmentacao do habitat e discutir estratégias para mi-
tigar seus impactos na biodiversidade. Essas atividades podem ser
adaptadas para atender os objetivos especificos do curso e o nivel
de conhecimento dos alunos.




Figura 1: Mapa de distribuigdo de Calydorea campestris com base nos dados
obtidos na plataforma speciesLink, referente aos registros disponiveis no
Herbdrio ICN (Conjunto de Dados 2).

Fonte: imagem gerada pelos autores.

Figura 2: Mapa de distribuigéo de Calydorea campestris com base nos dados
obtidos na plataforma GBIF (Conjunto de Dados 1).

Fonte: imagem gerada pelos autores.




4. Consideragoes finais

A atividade proposta visa capacitar os alunos no uso de
dados de ocorréncia de espécies para criar mapas de distribuicdo
erealizar andlises comparativas, além de desenvolver uma série de
habilidades essenciais para a pesquisa cientifica em biodiversida-
de. Ao longo das trés etapas, os alunos tém a oportunidade de se
familiarizar com importantes comandos da linguagem R.

A familiarizacdo com a extracdo de dados de diferentes
fontes proporciona aos alunos uma compreensdo prética sobre a
disponibilidade e o uso de registros de ocorréncia, ampliando sua
capacidade de realizar estudos com base em dados reais. A criacao
de mapas de distribuicdo, por sua vez, ndo sé ensina técnicas de
programacao e visualizagdo de dados como também reforga a im-
portancia de ferramentas computacionais na biologia.

A etapa final de andlise e discussao dos resultados é crucial
para desenvolver o pensamento critico e as habilidades analiticas
dos alunos. Interpretar padrdes de distribuicao e identificar discre-
pancias entre dados globais e regionais promove uma compreensao
mais profunda sobre os fatores que influenciam a distribuicao das
espécies. Esse processo de andlise e discussao também encoraja a
colaboracéo e a troca de ideias entre os alunos, fortalecendo suas
competéncias em trabalho em equipe e comunicacéao cientifica.

Em concluséo, a atividade, além de atingir o objetivo de ca-
pacitar os alunos na utilizag¢ao de dados de ocorréncia de espécies,
também os prepara para enfrentar desafios reais na pesquisa em
biodiversidade. Ao integrar a coleta, a andlise e a interpretacéo
dos dados, os alunos estardo mais preparados para contribuir
significativamente na conservacao da biodiversidade e nas futuras
pesquisas cientificas.
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1. Contextualizagdo

Historicamente, a evolugao pode ser abordada de duas pers-
pectivas diferentes: estudando os processos que geram mudancas
evolutivas ao nivel intraespecifico, como entre populagdes, ou es-
tudando a trajetdria das espécies ou tdxons de classificagdo su-
perior ao longo do tempo geoldgico (Mayr, 1982; Gould, 1985). O
termo macroevolugédo foi introduzido pelo botanico e entomédlogo
Yuri Filipctshenko (1927), para se referir justamente a evolugéo dos
tdxons acima do nivel de espécie na hierarquia Lineana. No entanto,
Dobzhansky (1937, p) adicionou a perspectiva de tempo ao concei-
to, sugerindo que as mudangas macroevolutivas requerem tempo
numa escala geoldgica. A definicdo de macroevolucdo baseada em
uma escala temporal permite a incorporacéo de todos os processos
que afetam os padroes de evolucao a longo prazo, desde interacoes
bidticas até mudancgas ambientais globais (Hautmann, 2019).

Embora a discusséo sobre a separacdo entre essas duas pers-
pectivas da evolugdo seja vasta na literatura - microevolucao vs.
macroevolugdo (Futuyma, 2015) -, um dos principais objetivos da
macroevolugédo na atualidade é entender como mudancas em escala
geoldgica como orogenia, eroséo e flutuacbes climaticas, além da
aquisicao de novidades morfolégicas, modelam a distribuicao e
diversidade das espécies (Vamosi et al., 2018). Tradicionalmen-
te, as hipdteses nessa escala eram descritivas, suportadas pela




ocorréncia de padrdes (e.g., diferentes grupos seguindo a mesma
trajetdria evolutiva) e defendidas de forma argumentativa pelos
pesquisadores que se baseavam em observacoes sobre a distribui-
¢do geografica e o conjunto de caracteres presentes nas espécies
viventes e fdsseis. Nas décadas de 1970 e 1980, métodos de cor-
relacdo e regressao foram amplamente usados nos trabalhos em
evolucdo, visando testar o efeito da variacdo de uma varidvel con-
tinua sobre outra (e.g., tamanho corporal e densidade populacional)
(Damuth, 1981). No entanto, dada a natureza histdrica das hipéte-
ses macroevolutivas e a dependéncia hierdarquica entre as espécies,
percebeu-se que entender e considerar as relagdes de parentesco
entre os grupos de interesse é imprescindivel, sendo este um passo-
-chave no estabelecimento da biologia evolutiva e da biogeografia
moderna (Felsenstein, 1985).

O desenvolvimento da sistemadtica filogenética baseada no
principio de homologia da Cladistica (Hennig et al., 1966), junto
a aplicacdo de métodos probabilisticos como a méaxima verossi-
milhanga (Edwards; Cavalli-Sforza, 1964; Felsenstein, 1981) ou
a estatistica bayesiana (Rannala; Yang, 1996) na inferéncia das
arvores filogenéticas, além da disponibilidade de ferramentas com-
putacionais cada vez mais poderosas (e.g., computacéo paralela),
permitiu importantes avancos nos estudos macroevolutivos. Sao
alguns exemplos o uso de grandes quantidades de dados morfo-
l6gicos e moleculares, assim como a inclusdo de diferentes fontes
de evidéncia (e.g., fosseis) (Heath; Huelsenbeck; Stadler, 2014); a
modelagem de processos evolutivos como especiagao, extingédo e
diversificagdo, taxas de preservacéo no registro féssil (Silvestro;
Salamin; Schnitzler, 2014) e processos de evolugdo molecular como
hibridizacéo e duplicacédo génica (Solis-Lemus; Bastide; Ané, 2017);
a inferéncia de “time trees”, em que os comprimentos dos ramos re-
presentam tempo absoluto (Rannala; Yang, 2007); e o mapeamento
da distribui¢éo das espécies no tempo e no espaco (Hijmans; Van
Etten, 2015). Essa crescente complexidade das andlises macroevo-
lutivas permite testar estatisticamente hipdteses cldssicas sobre
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a origem e diversificacdao da biota como o gradiente latitudinal
na riqueza de espécies, “bercarios” e “museus” da biodiversidade
(Stebbins, 1974), ou o “abomindvel mistério” da origem das angios-
permas (Darwin; Darwin; Seward, 1903; Vamosi et al., 2018).

Também, a disponibilidade de repositdrios de acesso livre
contendo dados morfoldgicos (e.g., MelastomaTRAITs) (Reginato
et al., 2024), moleculares, taxondémicos, geograficos e climaticos
revolucionou os estudos em ecologia e evolucdo. Porém, foi a in-
corporacao de rotinas automatizadas de acesso e processamento
desses dados, juntamente com o continuo desenvolvimento de
pacotes em diferentes linguagens de programacédo como R (e.g.,
CoordinateCleaner (Zizka et al., 2019) e taxize (Chamberlain et al.,
2020) e técnicas de Machine Learning (e.g., Hussein et al., 2022),
que permitiu na ultima década a compilacao de grandes “datasets”
visando responder perguntas cada vez mais abrangentes e multi-
disciplinares. Ainda, a popularizacdo das estratégias de ciéncia
reprodutivel mudou a forma como coletamos, processamos e ana-
lisamos dados, permitindo a geracdo de conhecimento cientifico
mais robusto mediante a disponibilizacao dos dados e a documen-
tacao dos métodos usados em um estudo. Repositdrios de cédigo
aberto como o GitHub sao uma ferramenta importante para atingir
esse objetivo. No inicio pode ser assustador se deparar com a quan-
tidade de técnicas e ferramentas novas que precisamos aprender
para desenvolver pesquisa moderna em biologia evolutiva, mas re-
cursos on-line como Stack Overflow e as “wik? pages” dos diversos
programas facilitam o aprendizado coletivo e autébnomo. Toda essa
conjuntura contribui para que a macroevolucéo venha se tornando
cada vez mais presente e popular no ambito da biologia evolutiva.

Uma abordagem central em estudos macroevolutivos é in-
ferir as caracteristicas de linhagens ancestrais com o intuito de
compreender como essas linhagens mudaram através do tempo e
originaram os descendentes que observamos no presente. Isso pode
ser feito através de reconstrucdes de caractere ancestral. Essas
andlises consistem na inferéncia das caracteristicas de linhagens an-




cestrais a partir das caracteristicas observadas em linhagens atuais
ou extintas, e sdo muito Uteis para testarmos hipdteses relativas
a evolucdo e adaptagdo dos organismos (Pagel, 1999), como, por
exemplo, no caso das flores da tribo Miconieae (Melastomataceae)
(Gavrutenko et al., 2020) ou das mudanc¢as na morfologia das glan-
dulas de espécies carnivoras de Caryophyllales (Renner; Specht,
2011).

As primeiras reconstrugoes foram feitas baseadas no principio
da parciménia, ou seja, em minimizar o nimero de mudancas entre
estados de um caractere para produzir o padrdao de apresentacao
do caractere que é observado nas linhagens atualmente (Maddison,
1990; Currie; Meade, 2014). Porém, os métodos baseados em parci-
monia assumem que todas as mudancas entre estados do caractere
tém a mesma chance de ocorrer, isto é, que as taxas de transicao
sdo as mesmas. Portanto, essa é uma abordagem considerada li-
mitada, por isso ha a preferéncia por outros métodos. Ja métodos
de méaxima verossimilhanca e estatistica bayesiana funcionam
baseando-se em modelos de evolucdo de caractere, o que permite
a inclusédo de diferentes taxas de transicdo (ou seja, permite mais
e diferentes parametros) e o uso da informacgao dos comprimentos
de ramo da filogenia nas reconstrucoes (Pagel 1999; Currie; Meade,
2014), o que torna esses métodos mais robustos. A maxima ve-
rossimilhanca nos retorna o conjunto de valores dos parametros
dentro do modelo evolutivo (e, portanto, apenas uma reconstrugio)
que maximiza a probabilidade de se obterem os dados observados.
Por outro lado, 0 mapeamento estocastico baseado em estatistica
bayesiana (Huelsenbeck; Nielsen; Bollback., 2003) nos retorna a
probabilidade posterior do conjunto de parametros a partir de varias
reconstrucoes, incorporando, assim, a incerteza na estimativa dos
parametros de interesse (Currie; Meade, 2014). Cada reconstrucao
pode ser apresentada separadamente ou sumarizada e apresenta-
da como uma unica reconstrucédo mostrando as probabilidades de
cada estado do caractere nos ancestrais. Essa é a abordagem que
usaremos na atividade descrita a seguir.




2. Objetivo

O objetivo deste capitulo é discutir como a bioinformatica esta
inserida no desenvolvimento das pesquisas em macroevolucao,
além de exercitar uma das andlises mais recorrentes dentro do
campo, que é a reconstrucédo de caractere ancestral.

3. Descrigdo da atividade

A atividade pratica consistird em realizar uma reconstrucao
de caractere ancestral do nimero de pecas do perianto (pétalas e/
ou sépalas, ou tépalas) das angiospermas apenas com o intuito de
explorar como teria sido o ancestral do grupo com relacao a essa
caracteristica. Portanto, reconstruiremos um caractere discreto.

A drvore filogenética que usaremos contém uma amostra
aleatdria de 50 espécies da filogenia datada (ttme tree) de Smith
e Brown (2018), uma das maiores filogenias de plantas com se-
mentes ja construidas, incluindo quase 80 mil espécies. Via de
regra, usamos filogenias datadas porque elas nos permitem fazer
inferéncias sobre as condicdes climdticas e geoldgicas a época
das mudancas de estado de caractere e levantar hipdteses sobre o
porqué de estas terem acontecido, mas é possivel utilizar filogenias
nao datadas em alguns casos (Cusimano; Renner, 2014). Os dados
sobre o nimero de pecas do perianto foram obtidos da Flora e Funga
do Brasil ([2024]), Plants of the Wolrd Online (POWO, [2024]), APG
IV (Stevens, 2017) e da andlise on-line de exsicatas do herbario US
(https://collections.nmnh.si.edu/search/botany). Alguns estados de
caractere foram codificados de forma a simplificar a nossa ana-
lise (como no caso de espécies cujo nimero de pecas do perianto
varia entre flores “masculinas” e “femininas”, em que foi escolhido
apenas um dos nimeros para representar a espécie como um todo).
Por fim, o método de reconstrugdo que usaremos é o de mapea-
mento estocdstico (Huelsenbeck; Nielsen; Bollback et al., 2003) e
a andlise serd implementada no R (R Core Team, 2023) (instrugdes
para a instalacdo do programa em: https:/www.r-project.org/).
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Os dados usados podem ser encontrados em https://github.com/
EbookBioinformaticaBiodiversidade/Cap6.

3.1. Leitura dos pacotes necessdrios, dos dados, e visualizagdo

A primeira coisa a se fazer é instalar e ler os pacotes necessa-
rios para realizar as andlises e ler os dados. O script com o cédigo
a seguir, a planilha de dados morfoldgicos e a arvore devem estar
na mesma pasta. Depois, é sempre bom visualizar os dados para
conferir se estdo corretos (Figura 1).

#### Instalar os pacotes necessdrios:
install.packages("ape")
install.packages("phytools™)
install.packages("phangorn™)
install.packages("geiger")

####t Ler os pacotes necessdrios:
library(phytools)

library(ape)

library(phangorn)
library(geiger)

#### Lendo a drvore e os dados de numero de pecas do perianto em cada espécie
arvore<-read.nexus(file="arvore.nex")
dados.reais<-read.csv("dados_reais.csv", header = T)

#### Visualizando dados

## Renomeando Linhas de acordo com as espécies

rownames (dados.reais)<-dados.reais$especie

## Criando o vetor com nomes das espécies e estados de carater
petalas<-setNames(as.factor(dados.reais[,"petalas”]), rownames(dados.reais))
## Delegando uma cor para cada estado de caracter
cols.r<-setNames(c("darkgoldenrodl", "chartreuse3","brown3", "blue3"),
levels(petalas))

## Plot da drvore com os dados
plotTree(arvore,fsize=0.9,ftype="1i",1lwd=2, offset=0.4)
tiplabels(pie=to.matrix(petalas[arvore$tip.label],
levels(petalas)),piecol=cols.r,cex=0.4)
add.simmap.legend(colors=cols.r,prompt=FALSE,x=1,y=6,fsize=0.9)




Figura 1: Visualizagéo dos dados na drvore filogenética. A seta preta indica o
ancestral comum das Monocotiledéneas e Eudicotiledéneas.

Fonte: imagem gerada pelas autoras.

Perceba que a nossa filogenia é totalmente resolvida, isto é,
cada ancestral sempre da origem diretamente a duas linhagens.
Isto é fundamental para uma boa andlise de reconstrucao. Cada cor
corresponde a um nimero de pegas do perianto; portanto, estamos
trabalhando com um caractere que pode se apresentar em quatro




estados: O pecas = aclamidea; 3 ou multiplas de = trimera; 4 ou
multiplas de = tetrAmera; e 5 ou multiplas de = pentamera).

Olhando a distribui¢ao dos estados de caractere na filogenia,
poderfamos nos perguntar: 1) Considerando as Eudicotiledéneas,
0 que é mais provavel: as flores com cinco pegas terem evoluido a
partir daquelas com quatro pegas ou o contrario, isto é, que o seu
ancestral tinha flores com cinco pegas e as flores com quatro pecas
evoluiram independentemente? 2) O nimero de pecas da corola das
angiospermas evoluiu crescente e ordenadamente, isto é, linhagens
mais cedo-divergentes apresentam zero pecas e linhagens mais de-
rivadas apresentam cinco? 3) Considerando as Monocotiledéneas,
o perianto com zero pecas é uma plesiomorfia ou uma apomorfia?
Essas sdo apenas algumas questdes que podemos explorar usando
métodos filogenéticos comparativos como este.

3.2. Testando modelos de evolugdo de caractere

Para reconstruir um caractere numa filogenia, seja ele con-
tinuo ou discreto, precisamos levar em consideracdo como este
pode ter mudado ao longo do tempo. Para isso, testamos diferen-
tes modelos de evolucdo. Para caracteres discretos, as mudancas
entre estados séo instantaneas, entdo falamos de transicao entre
estados de caractere. Portanto, os modelos de evolucdo devem
levar em conta as taxas de transicéo entre estados, isto €, com que
frequéncia o caractere muda de um estado para o outro. O nimero
de taxas totais possiveis na andlise depende do nimero de estados
do nosso caractere: se é binario (tem apenas dois estados), teremos
no maximo duas taxas de transicéo; se tem trés estados, o nimero
de taxas possiveis ja aumenta para seis. Quanto mais estados,
mais taxas possiveis e mais complexa fica a andlise em termos de
processamento, pois mais parametros vao ser estimados. O nimero
de taxas depende também do modelo de evolucéo. Ha trés modelos
basicos de evolucao de caracteres discretos (Figura 2): Equal Rates
(ER), em que é permitida apenas uma taxa de transicédo para tran-
sicOes entre todos os estados; Symmetric (SYM), em que as taxas
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deida e volta entre dois estados sédo as mesmas, mas variam a cada
dupla de estados; e All Rates Different (ARD), em que é permitido
que todas as taxas de transicao entre quaisquer dois estados sejam
diferentes. Como mostra a Figura 2, o ARD é o modelo mais com-
plexo, pois permite a existéncia de seis taxas diferentes, enquanto
0 SYM permite trés e o ER apenas uma, sendo o menos complexo.

Figura 2: Exemplo dos modelos bésicos de evolugdo para um caractere com
trés estados (branco, cinza e preto). A grossura das linhas representa o
tamanho das taxas.

ER SYM ARD
Equal Rates Symmetric All Rates Different

@ @ @
SN L N
De—® O—0 O—@

Fonte: imagem gerada pelas autoras.

Vamos, agora, testar esses trés modelos com os nossos dados
usando a funcao fitDiscrete() do pacote geiger (Pennel et al.,
2014). O modelo melhor ajustado aos nossos dados sera escolhido
de acordo com o AICg, i.e., critério de Akaike (1987) corrigido para
amostras pequenas, e usado na analise de reconstrucao.

#### Testando 3 modelos bdsicos de evolugdo de caracter
fitER.r<-fitDiscrete(arvore,petalas, model = "ER")
fitSYM.r<-fitDiscrete(arvore,petalas, model = "SYM")
fitARD.r<-fitDiscrete(arvore,petalas, model = "ARD")

#### Avaliando qual o melhor modelo segundo o AIC
fitER.r$optsaic
## [1] 82.33524
fitSYM.r$opt$aic
## [1] 87.94458
fitARD.r$opt$aic
## [1] 101.7732

De acordo com o resultado do teste, o modelo de evolugao
melhor ajustado aos nossos dados é o ER, pois ele apresentou o




menor valor de AICc, 82.33524, em comparacao com 87.94458 do
SYM e 101.7732 do ARD. Agora, estamos prontos para realizar a
reconstrucao.

3.3. Reconstrugéo de caractere ancestral e discussdo dos
resultados

Faremos a reconstrucao utilizando mapeamento estocdastico
implementado na funcdo make.simmap() do pacote phytools
(Revell, 2012). Como a nossa filogenia é pequena, podemos fazer
apenas 100 simulagdes, mas conforme o nimero de espécies au-
menta é necessario fazer mais simulacdes para que se tenha uma
andlise confidvel. Visualizaremos o resultado das 100 reconstru-
¢Oes sumarizado em apenas uma reconstrucéo (Figura 3).

##t## Reconstruindo o caracter ancestral com mapeamento estocdstico
simmap.petalas<-make.simmap(arvore,petalas,model="ER",nsim=100)

#### Visualizando o resultado
sum.petalas<-summary(simmap.petalas)
plot(sum.petalas,fsize=0.9,ftype="1i",colors=cols.r,
ylim=c(-2,Ntip(arvore)))
add.simmap.legend(colors=cols.r,prompt=FALSE,x=0,
y=6,vertical=T)




Figura 3: Resultado da reconstrugéo de cardteres ancestral do nimero de
pegas do perianto das angiospermas. A seta preta indica o ancestral de todas
as linhagens da filogenia.
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Fonte: imagem gerada pelas autoras.

Os resultados da nossa andlise indicam que o ancestral das
angiospermas (seta preta, Figura 3) teria maior probabilidade de
apresentar um perianto trimero (verde), seguido de um perianto
pentadmero (azul) e, por dltimo, uma pequena chance de um perian-
to tetramero (vermelho). Na realidade, a morfologia do ancestral
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das angiospermas ainda é bastante debatida e incerta. Um fator
importantissimo que nédo consideramos na interpretacao dos resul-
tados da nossa andlise, uma vez que este é apenas um exercicio,
é a incluséo de outras fontes de evidéncia, como do registro fdssil,
por exemplo, dado que esse tipo de andlise depende totalmente
da amostragem. Diversos trabalhos empiricos mostraram que,
embora as filogenias moleculares sejam Uteis para testar hipéteses
macroevolutivas, as inferéncias derivadas apenas de dados sobre
as espécies viventes podem ser altamente imprecisas, devido, prin-
cipalmente, as limitacdes dos métodos para modelar o processo de
extingdo (Leslie et al., 2018; Lloyd; Slater, 2021; Coiro et al., 2023).
Também, se este fosse um estudo real, deveriamos atentar ao fato
de que a nossa amostragem € extremamente pequena: estdo amos-
tradas apenas 50 espécies de angiospermas das cerca de 400.000
existentes (Stevens, 2017). Na esmagadora maioria das vezes, nao
serd possivel amostrar a totalidade das espécies de um grupo numa
filogenia; porém, quanto mais espécies amostradas, mais perto
chegaremos de desvendar a histdria evolutiva real daquele grupo.
E importante lembrar que, independentemente do tipo de estudo,
uma abordagem integrativa, com metodologias complementares e
fontes diversas de evidéncia, torna nossos trabalhos mais robustos
e embasados, contribuindo, assim, de forma mais sélida para o
avanco do nosso conhecimento sobre o mundo que nos cerca. Para
encerrar, podemos retomar as perguntas feitas a partir da Figura 1
e comparar as respostas dadas antes e depois da andlise dos
resultados.

4. Consideragoes finais

A reconstrucdo de caractere ancestral é apenas uma das
diversas andlise possiveis na drea da macroevolugdo. Pode-se, por
exemplo, estimar a diversificacdo de linhagens ao longo do tempo
(e.g., BaMM; Rabosky, 2014), avaliar se essa diversificacdo esta
associada a algum caractere especifico (métodos de State Specia-
tion and Extinction) (Maddison; Midford; Otto, 2007; Beaulieu;
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O’Meara, 2016) e até testar se caracteres continuos e discretos

evoluiram de maneira correlacionada (Boyko et al., 2023). A ma-

croevolucdo nos da a oportunidade de fazer algumas das perguntas

mais empolgantes dentro da biologia evolutiva, e, com o avanco no

desenvolvimento de ferramentas bioinformaticas progressivamente

mais robustas, é cada vez mais facil respondé-las.

5. Para saber mais

5.1 Recursos on-line

Tutorial do pacote phytools para andlises filogenéticas com-
parativas: http://blog.phytools.org

Aulas sobre métodos filogenéticos comparativos: https:/phy
lometh.info/syllabus.html

Mapa mental didatico sobre métodos filogenéticos compara-
tivos: https://coggle.it/diagram/WhbkkxE2BA ABOROmM/t/sum
mary-of-phylogenetic-comparative-methods-diogo-b-provete
Tutorial do pacote ggtree para manipulacao de arvores filogené-

ticas: https://bioconductor.statistik.tu-dortmund.de/packages
/3.3/bioc/vignettes/ggtree/inst/doc/treeAnnotation.html

Curso on-line de R: https://www.datacamp.com/learn/r

Curso online de R em portugués: http://ecor.ib.usp.br/doku.php
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1. Contextualizagdo

A categorizacao de organismos a nivel de espécie é uma das
bases dos estudos sobre a biodiversidade do planeta Terra. Desde
Lineu, no século XVIII, inimeros naturalistas e cientistas se dedi-
caram a descrever e classificar em categorias taxonémicas os mais
diversos seres vivos de acordo com suas supostas semelhancas
biolégicas e morfoldgicas. No entanto, com o avanco do conheci-
mento cientifico e o desenvolvimento de novas técnicas de estudo,
os limites de diferenciag¢ido entre espécies se tornaram cada vez
mais dubios, de tal forma que o préprio conceito de espécie néo é
uma unanimidade entre os cientistas.

Nessa perspectiva, andlises envolvendo sequéncias de DNA,
tido como o “cédigo da vida” dos seres vivos, naturalmente surgem
como grandes aliados na identificacdo de espécies por taxonomis-
tas. Uma das ferramentas utilizadas é o “DNA-barcoding”, que
busca identificar organismos distintos a partir de fragmentos de
regides especificas do material genético, funcionando quase que
literalmente como um “cddigo de barras da vida” (Figura 1). Essa
abordagem, no entanto, ndo é tdo simples, uma vez que nao se
aplica a todos os grupos de organismos nem substitui a descricao
morfolégica. Ainda assim é uma ferramenta muito util, sobretudo
ao se trabalhar com andlises ambientais e metagenomicas que
habitualmente englobam milhares de sequéncias de DNA dos mais
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diversos grupos de seres vivos, em especial microrganismos como
bactérias, virus e fungos.

Figura 1: “DNA-barcoding”

Fonte: File:DNA_Barcoding.png (2019).

Os fungos, por sua vez, representam o segundo maior grupo
de eucariotos da natureza, com estimativas de cerca de 2,5 milhoes
de espécies existentes (Niskanen et al., 2023). No entanto, apenas
cerca de 155 mil destas encontram-se formalmente descritas, fazen-
do com que aproximadamente 94% da funga mundial permaneca
desconhecida para a ciéncia (Antonelli et al., 2023). Parte dessa
diversidade oculta vem sendo descrita principalmente em regides
historicamente subamostradas, como o Neotrdpico, tratando-se
de uma grande parcela a partir de estudos moleculares envolvendo
complexos de espécies. Esses complexos, também chamados de
espécies cripticas, se referem a grupos de organismos proxima-
mente relacionados e com limites morfolégicos pouco claros. Isso
muitas vezes leva a confusdes taxondémicas e, consequentemente,
subestimacao da diversidade existente, j& que diversas espécies
morfologicamente semelhantes acabam sendo identificadas com

um unico nome.

Nesse sentido, a regiao ITS (Internal Transcribed Spacer),
proveniente do DNA nuclear fungico, é considerada o “barcode” ou
“cédigo de barras” dos fungos, haja vista seu comprimento relati-
vamente curto e boa taxa de diversificagado entre espécies, além de
ser facilmente obtida em laboratdrio e até em campo (Schoch et al.,
2012). Mesmo assim, embora a regido ITS seja amplamente aceita
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e utilizada pela comunidade cientifica, vale ressaltar que a identi-
ficacéo e classificacdo de espécies utilizando um Unico marcador
genético nem sempre é efetiva e tampouco representa a verdadeira
histéria de vida das linhagens amostradas. Por isso, andlises
multigénicas, ou até gendmicas, sdo essenciais para a realizacao
de estudos filogenéticos mais completos. Nesse sentido, diversos
marcadores moleculares secunddrios podem ser utilizados para
auxiliar na identificacéo de fungos, como as regides LSU, TEF1-q,
RPDbl, entre outras, sendo que a aplicacdo de cada regido costuma
variar de acordo com o grupo de fungos estudado (Blaalid et al.,
2013; Stielow et al., 2015).

No presente capitulo, serda demonstrado como a regiao ITS
pode ser utilizada na identificagdo de espécies de fungos a partir
de um exemplo pratico baseado em espécies neotropicais do género
Fawolus Fr., recentemente estudadas por Palacio et al. (2021).

2. Objetivo

Promover um exercicio de comparacdo simples e visual da
regidao ITS de diferentes espécies neotropicais pertencentes ao
género Favolus Fr, a fim de familiarizar o leitor com o processo de
identificacao e descricado de espécies da funga.

3. Descrigdo da atividade

Neste item, serd proposta a constru¢do de um alinhamento
de sequéncias utilizando diferentes ferramentas de bioinformatica
aplicadas em parte do processo de identificacdo e descricdo de
novas espécies de fungos realizado por micdlogos taxonomistas da
atualidade. As sequéncias utilizadas seguirdo o estudo feito por Pa-
lacio et al. (2021), que podera ser utilizado na integra como material
auxiliar.
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3.1. Explorando a biodiversidade na prética: Favolus como
exemplo

Os fungos do género Favolus Fr. séo conhecidos por decompor
madeira, formando corpos de reprodugdo carnosos, vulgarmente
conhecidos por “orelhas-de-pau”, cujo himendforo (regido reproduti-
va do basidioma) é formado por tubos alongados e similares a favos
de mel, caracteristica que d4 nome ao taxon. Esses organismos
possuem ampla distribuicio e sdo comumente encontrados em
ecossistemas florestais do Neotrépico e do Brasil, possuindo um
histérico bem documentado de associagdes com diversos grupos
de artréopodes. Além disso, muitas espécies sao reconhecidamente
comestiveis, sendo apreciadas e até mesmo cultivadas por diversos
povos originarios da América, como os Yanomami (Palacio et al.,
2021; Sanuma et al., 2016).

Apesar de a espécie-tipo do género possuir o epiteto “bra-
stliensts”, o grupo teve sua diversidade negligenciada por muito
tempo no pais. Foi sé recentemente que Palacio et al. (2021)
analisaram filogeneticamente diversos espécimes neotropicais,
encontrando pelo menos sete espécies diferentes com ocorréncia
confirmada para o Brasil, das quais apenas cinco possuem dados
moleculares disponiveis. As espécies apresentam diferencas morfo-
l6gicas sutis para quem néo é especialista, mas sdo suportadas por
analises moleculares, tornando-as um exemplo da biodiversidade
brasileira para ser explorado neste exercicio pratico.

3.2. De onde vém as sequéncias?

O material genético dos fungos, assim como dos demais orga-
nismos, é composto por milhares ou até milhdes de pares de bases
de nucleotideos, o que dificulta sua utilizagdo em andlises, devido a
sua longa extensao e complexidade. Nesse sentido, um dos primei-
ros métodos desenvolvidos para obtencéo desse dado, conhecido
como método Sanger, envolve justamente a fragmentacado e repli-
cacao de regides especificas do DNA, usualmente obtidas por meio
de reacoes de PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase). O produto
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desse processo é constituido por milhdes de cdpias de fragmentos
de DNA referentes a regido desejada, que posteriormente sao “lidos”
por equipamentos denominados “sequenciadores”, dando origem
as tdo mencionadas “sequéncias de DNA” utilizadas nos estudos
moleculares.

As “sequéncias” nada mais sdo do que arquivos digitais que
possuem literalmente a sequéncia de nucleotideos de uma regiao
especifica referente a espécie ou ao tdxon do qual o material ge-
nético em questao foi extraido. Assim, cada sequéncia representa
exclusivamente o espécime amostrado em uma determinada
regido, sendo identificado por um cddigo especifico chamado de
voucher. Com isso, é de extrema importancia que as sequéncias
sejam disponibilizadas em repositdérios publicos para que possam
ser acessadas e utilizadas por outros pesquisadores, garantindo o
principio de repeticéo inerente a qualquer estudo cientifico.

Nessa perspectiva, o GenBank (https:/www.ncbi.nlm.nih.gov
/genbank/) é um dos maiores e mais acessiveis repositérios de
sequéncias de material genético do mundo, sendo amplamente uti-
lizado por pesquisadores para depositar as sequéncias geradas em
seus estudos (Figura 2). A base de dados é mantida pelo National
Center for Biotechnology Information (NCBI), que também
dispde de outras ferramentas interessantes, como o BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) que possibilita a busca por si-
milaridade de sequéncias depositadas no acervo do repositdrio.
No GenBank é possivel buscar e baixar sequéncias de regides e
genomas inteiros dos mais diversos organismos. A busca pode ser
realizada pelo nome do taxon ou espécie, pelo voucher do espéci-
me ou diretamente pelo “Accession Number”, que nada mais é do
que o cddigo de registro da sequéncia na plataforma do site.
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Figura 2: Tela inicial do GenBank

Fonte: imagem gerada pelos autores.

Esses dados devem ser disponibilizados nos estudos cien-
tificos que comumente trazem em seu texto, ou como material
auxiliar, tabelas contendo as informacdes referentes as sequéncias
utilizadas nas andlises. A Tabela 1 apresenta as sequéncias que
serdo utilizadas neste exercicio, representando as cinco espécies do
género Favolus que ocorrem no Brasil e possuem dados molecula-
res disponiveis. O quadro também é um exemplo das informacdes
que devem estar disponiveis nos artigos.
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Tabela 1: Sequéncias de Favolus spp. do Brasil

Espécie Voucher Cédigo GenBank
F. brasiliensis (Fr.) Fr. MP 197 MN648683
F. brasiliensis (Fr.) Fr. NMJ 348 OR353445
F. ianthinus (Gib. & Ryv.) Zmitr. & DS 1677 MNG48691
Kovalenko
F. ianthinus (Gib. & Ryv.) Zmitr. & DS 1700 MN648690
Kovalenko

F. pseudogrammocephalus Palacio &

Drechsler Santos MP 218 MN648689

F. rugulosus Palacio & R.M. Silveira MP 191 MN648684
. Lo HUA

F. rugulosus Palacio & R.M. Silveira 228632 ONB897745

F. yanomamii Palacio & Menolli MEE s.n. MN648688

F. yanomamii Palacio & Menolli ACM 1295 MN648686

Fonte: Palacio et al., 2021.

Utilizando as informacdes fornecidas acima, encontre as se-
quéncias citadas na Tabela 1 através da ferramenta de busca do
GenBank. E necessdrio estar conectado a internet para acessar a
base de dados. Os arquivos das sequéncias indicadas serdo utiliza-
dos para construcao da matriz de caracteres, conforme apresentado
no item a seguir.

3.3. Construgéo do alinhamento

Uma vez encontradas as sequéncias de interesse, o proximo
passo é a criacdo de uma matriz de caracteres. Essa matriz serd
futuramente utilizada para criar um alinhamento, ou seja, um
pareamento das sequéncias por similaridade. Para construir esse
arquivo, diversos softwares podem ser utilizados, como o BioEdit, o
Geneious, o Aliview ou o ChromasPro. Esses programas costumam
apresentar multiplas funcdes além da simples construcéo e edicdo
de alinhamentos, no entanto é importante atentar para a dispo-
nibilidade e a facilidade de uso de cada um, uma vez que alguns
programas, como o Geneious, sao pagos.

Sendo assim, neste exercicio serd utilizado o BioEdit (Hall,
1999), um dos programas de edicdo e andlise mais antigos e de
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livre acesso. O programa apresenta uma interface simples, mas
bem intuitiva e relativamente facil de usar (Figura 3), encontra-
do em repositérios on-line via Google ou qualquer outro site de
pesquisa. No momento da escrita deste capitulo, sugere-se rea-
lizar o seu download a partir de algum dos links a seguir: https://
thalljiscience.github.io/ ou https://bioedit.software.informer.com/
Download-gr%C3%Altis/.

Figura 3: Interface inicial do programa Bioedit

Fonte: Hall (1999).

Uma vez instalado, basta abrir o programa e clicar no botao
“New alignment”, localizado no canto esquerdo superior e re-
presentado pelo icone de folha de papel. O programa abrird um
arquivo em branco que deverd ser utilizado para a construcao do
alinhamento. O préximo passo €é copiar e colar as sequéncias dis-
ponibilizadas na Tabela 1 e encontradas no GenBank de acordo com
o item anterior.

A Figura 4 ilustra a pagina encontrada a partir da busca de
uma das sequéncias da Tabela 1 com seu cédigo do Genbank. Nela
é possivel encontrar diversas informacdes, desde o nome dos auto-
res e da publicacdo, bem como do marcador molecular referente a
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sequéncia em questao, até o voucher do espécime e local de coleta,
informacdes essenciais na realizacao de estudos taxonémicos.

Figura 4: Exemplo de pdgina contendo o arquivo da sequéncia no GenBank

Fonte: imagem gerada pelos autores.

Para copiar a sequéncia de interesse, basta clicar no link azul
denominado “FASTA” (nome do formato de arquivo utilizado nos
alinhamentos) e selecionar todo o texto, incluindo o cabeg¢alho com
a sequéncia em questao, como ilustrado na Figura 5. Ademais, as
sequéncias também podem ser baixadas individualmente através
do link denominado “send to”, mas devem estar sempre em formato
FASTA para que o alinhamento funcione.
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Figura 5: Selecione e copie todo o texto, incluindo o cabegalho da sequéncia

Fonte: imagem gerada pelos autores.

Apds copiar a sequéncia, va até o arquivo recentemente criado
no BioEdit, selecione a opcao “File”, no canto superior esquerdo, e
clique na opcao “Import from clipboard”. Com isso, a sequéncia
completa devera aparecer no documento. Repita o mesmo processo
com as demais sequéncias presentes na Tabela 1 e a matriz de ca-
racteres estard completa.

E recomendado editar o nome das sequéncias, haja vista que
nomes longos, com espacos ou caracteres especiais, podem gerar
erros em futuras andlises filogenéticas. Por isso, é importante
remover todos os espacos e substituir por tracos “underline” (_).
Sugere-se identificar as sequéncias apenas com o nome das espé-
cies e o voucher do espécime. Ao final desta parte, as sequéncias
nao possuirdo o mesmo tamanho e tampouco estardao alinhadas.
Para isso, é recomendado utilizar outros programas que buscam
alinhar as sequéncias devidamente, como apresentado a seguir.
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3.4. Alinhando as sequéncias no MAFFT

Com a matriz construida, o proximo passo é alinhar as se-
quéncias selecionadas. Para isso, é necessario o uso de programas
que possuem algoritmos capazes de encontrar e posicionar as
sequéncias de acordo com a similaridade entre seus caracteres.
Nesse sentido, existem diversos métodos que podem ser emprega-
dos, como o Muscle e o CustalW, que costumam estar embutidos
nos programas de alinhamento. No entanto, neste exercicio sera
utilizado o MAFFT, um método confidvel e amplamente usado
para alinhar sequéncias de DNA nuclear, como a regiao ITS (Katoh;
Standley, 2013). Nesse caso, basta acessar o servidor on-line do
programa pelo link: https:/mafft.cbrec.jp/alignment/server/index.
html (Figura 6).

Figura 6: Tela inicial do servidor on-line do MAFFT v.7

Fonte: imagem gerada pelos autores.

Para alinhar as sequéncias, serd necessario salvar o arquivo
criado no item anterior em formato FASTA com o nome da sua pre-
feréncia. Feito isso, basta clicar em “Escolher arquivo” no servidor
on-line do MAFFT e fazer upload do arquivo FASTA recém-criado.
O MAFFT oferece a possibilidade de escolha de diferentes defini-
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¢Oes e modelos iterativos que podem ser selecionados de acordo
com a especificidade de cada dataset. No entanto, outros testes
em outros programas sao necessarios para determinar qual modelo
seria 0 mais indicado. Por isso, ndo é necessario alterar nenhuma
das predefinicoes indicadas no site, basta clicar em “submit”, ao
final da pagina, que a andlise rodara conforme a estratégia auto-
madtica do programa.

Terminado o servico, basta baixar novamente o arquivo em
formato FASTA e abri-lo no BioEdit. As sequéncias estardo com as
posicées de seus nucleotideos alinhadas, mas ainda possuirdo ta-
manhos diferentes. Nessa perspectiva, € interessante deixar todas
as sequéncias com um tamanho similar, uma vez que a regidao ITS
dos fungos costuma apresentar cerca de 600 pares de base. Porisso,
aconselha-se que sejam cortados os excedentes das sequéncias
primeiramente do final e posteriormente do inicio do alinhamento.
Para fazer isso, basta selecionar no topo do alinhamento a ultima
ou a primeira posi¢ao do alinhamento que se deseja manter, clicar
em “ed?t”, no canto esquerdo superior, selecionar “select to end” ou
“select to beginning” para selecionar a area a ser cortada e clicar
no botéo de deletar ou apagar do teclado. E importante notar que
para fazer as edigdes o BioEdit deve estar no modo “Ed1it”, que pode
ser selecionado na caixa a esquerda, conforme visto na Figura 4.

Ao alinhar as sequéncias, o MAFFT, ou qualquer outro progra-
ma, cria espagos, chamados de “gaps”, visando alinhar a posigao
exata ocupada por cada nucleotideo em comparacido com as demais
sequéncias. Esses gaps tendem a variar de acordo com a distancia
filogenética entre os taxons analisados. Logo, no caso de sequéncias
de um mesmo género, as distancias tendem a ser pequenas, embora
ainda existam. Com as sequéncias alinhadas, agora é possivel
analisar as diferentes regides em que o gene ITS estd organizado
e identificar possiveis espécies distintas, conforme apresentado no
item a seguir.
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3.4. Comparando a regiéo ITS de espécies diferentes

A regido ITS é comumente dividida em trés sub-regides: ITS],
5.8s e ITS2 (Figura 7). Enquanto as regides ITS1 e ITS2 tendem a
ser mais varidveis entre diferentes espécies, a 5.8S, que se localiza
ao centro, é mais conservada. Dessa forma, em geral, espécies de
um mesmo género terdo a regido 5.8S praticamente idéntica ou
apenas com poucas mudangas de bases.

Figura 7: Detalhe da regiéo ITS

Fonte: imagem gerada pelos autores.

No caso das espécies de Favolus utilizadas neste exemplo, as
regides do ITS ficam claramente visiveis. Observe o alinhamento
obtido e verifique: 1. as regides varidaveis no comeco do alinhamen-
to, referente ao ITSI1 (Figura 8); 2. um bloco de sequéncias quase
idénticas em todas as espécies, referente ao 5.8S (Figura 9); 3. uma
segunda regido varidvel apds o 5.8S, referente ao ITS2 (Figura 10).
Na Figura 8, pode-se observar duas regioes ao final do TSI, dentre
as posicoes 120 a 140 e 180 a 190, em que cada uma das espécies
possui uma sequéncia Unica. O mesmo pode ser visto na Figura 10,
proximo & posicao 410 e entre as posicdes 440 e 465 daregido ITS2.
Essas regides unicas auxiliam na identificagdo e no reconhecimen-
to de taxons, além de se tratar de uma ferramenta importante na
comparacéo de espécies morfologicamente semelhantes. Observa-
dos os alinhamentos obtidos, tente localizar essas e outras regioes
Unicas e verifique como algumas espécies apresentam sequéncias
mais semelhantes entre si do que outras.
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Figura 8: Segdo do alinhamento da regido ITS1

Fonte: imagem gerada pelos autores.

Figura 9: Segdo do alinhamento da regido 5.8S

Fonte: imagem gerada pelos autores.

Figura 10: Segdo do alinhamento da regido ITS2

Fonte: imagem gerada pelos autores.

A partir do alinhamento, pode-se observar a similaridade das
sequéncias entre as diferentes espécies. Fica claro, por exemplo, que
F ianthinus e F. grammocephalus sdo mais similares entre si do
que com as demais espécies, da mesma forma que F. rugulosus e
F. yanomamii. Também é possivel que haja pequenas diferencas
entre sequéncias de uma mesma espécie. Isso pode ser observado
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na Figura 8, onde F. brasiliensis possui bases diferentes apds a
posicéo 180. Essas variacdes sdo comuns entre diferentes indivi-
duos de uma mesma espécie e podem representar sua variabilidade
genética. No entanto, em alguns casos também podem ocorrer
pequenos erros de sequenciamento, que levam a presenca de bases
diferentes em uma mesma posicao de uma determinada espécie.
Por esse motivo, é importante sempre observar um nimero maior
de sequéncias para fazer essa comparacéo. Em geral, uma espécie
pode apresentar até cerca de cinco bases diferentes na regidao ITS
entre distintos individuos.

Com os alinhamentos prontos, a matriz de caracteres pode
ser utilizada para realizacdo de inferéncias filogenéticas. No caso
dos fungos, os métodos mais utilizados sao os de Maxima Veros-
similhanca, no programa RaxML, e de Inferéncia Bayesiana, no
programa MrBayes. Esta parte, no entanto, exige um tempo consi-
deravel para ser realizada, além de conhecimento mais aprofundado
acerca dos métodos de andlises filogenéticas e dos programas cita-
dos, por isso ndo serd tratada neste capitulo. Mesmo assim, a titulo
de curiosidade, abaixo segue um exemplo grafico de como ficariam
as filogenias construidas a partir do alinhamento construido neste
exercicio (Figura 11). Na figura, é possivel observar que as espécies
que apresentaram sequéncias mais semelhantes entre si, como
observado nas diferentes regides do alinhamento, estdo mais proxi-
mamente relacionadas, formando clados separados e corroborando
sua separacédo em taxons distintos.
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Figura 11: Relagbes filogenéticas entre espécies brasileiras do género Favolus

Fonte: imagem gerada pelos autores.

4. Consideragoes finais

O exercicio construido ao longo deste capitulo representa uma
pequena parte dos métodos aplicados por micélogos taxonomistas
na incessante busca pela elucidagao da diversidade da funga neo-
tropical. Mesmo com o avanco das técnicas e da aplicacdo cada vez
maior de dados gendmicos nos estudos cientificos, o reconhecimen-
to de espécies de fungos utilizando marcadores moleculares, como
a regidao ITS, ainda se faz essencial tendo em vista as estimativas
e 0 alto nimero de espécies que ainda permanecem desconhecidas
para a ciéncia.

Nesse sentido, ratifica-se que andlises moleculares e filoge-
néticas devem idealmente agregar mais de uma regiao do material
genético, além do ITS, e estar sempre integradas a outras formas
de andlises, como estudos morfolégicos e bioldgicos dos espécimes,
a fim de elucidar e evidenciar na pratica as relagdes evolutivas
compartilhadas entre as espécies. Por fim, espera-se que o presente
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capitulo tenha sido de bom proveito no aprendizado de diferentes
ferramentas de bioinformdtica e, principalmente, na metodologia
aplicada na longeva area da taxonomia e da sistematica.
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