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DNA BARCODING: TECNICAS E APLICACOES

I Revisao de literatura

DNA BARCODING: TECHNIQUES AND APPLICATIONS

REsSUMO. Um desenvolvimento técnico-cientifico ndo
muito recente, porém divulgado com grande
amplitude nos ultimos anos, permite grande eficacia e
rapidez na identificagdo de individuos animais e
vegetais. Esta técnica, denominada DNA Barcoding,
tem sido muito utilizada para estudos taxonOomico-
sistematicos. Este trabalho apresenta uma sintese do
que é tratado sobre este assunto presente em revisdo
de literatura. Para tanto, foram utilizados artigos
cientificos e trabalhos académicos (dissertacGes e
teses). Palavras-chave: Taxonomia; sistematica;
classificagdo; seres vivos.
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ABSTRACT. A non recent technical-scientific develop-
ment, highly disseminated within academic environ-
ments lately, enhances great effectiveness and speed
regarding animal and vegetal individual identification.
Such technique, DNA barcoding, has been largely
used in taxonomic-systematic studies. The present
review brings synthetic information on what has been
said about the topic. Scientific articles and academic
papers (dissertations and PhD theses) have been
used. Keywords: Taxonomy; systematics; classifica-
tion; living beings.
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© Apresentacio da técnica

0 termo DNA Barcoding, ou Codigo de Barras de DNA em uma traducdo literal do termo em in-
glés, surgiu a partir do codigo de barras que é utilizado em supermercados. A ideia principal é sistema-
tizar e “etiquetar” as sequéncia de DNA para otimizar o tempo de identificacdo de espécies que ja este-
jam catalogadas e acelerar processos de descobertas (HERBERT et al., 2003a).

Dentre muitos usos deste novo método, um deles é a ferramenta de pesquisa para identificacao
de espécies e também para validar a classificagcdo na qual o organismo se encontra baseando-se em se-
quenciamento de DNA e medida de variabilidade. Com base no DNA Barcoding, pode-se, também, ex-
pandir os diagndsticos das espécies para todas as fases da histdria de vida, incluindo frutas, sementes,
espécimes danificados, contetido estomacal e outras formas (HERBERT et al., 2003b).

0 DNA Barcoding pode, igualmente, contribuir para a biologia da conservacdo no que tange a
preservacdo e ao gerenciamento da biodiversidade global (ARMSTRONG & BALL, 2005; RUBINOFF
2006).

Varios métodos de analise foram propostos, sendo alguns deles: a) métodos filogenéticos basi-
cos, baseados em algoritmos de distancia ou maxima verossimilhanga, assumindo modelos mutacio-
nais diferentes (ELIAS et al., 2007); e, b) andlises baseadas em caracteres multiplos (DeSALLE et al,
2005).

Trés tipos de DNA sao selecionados para extragdo: nuclear, mitocondrial e de cloroplasto.

O DNA nuclear é onde estdo armazenados os genes com maior variabilidade (FARAH, 2007);
entretanto, complicacdes podem surgir devido as caracteristicas de familias multigénicas. Uma familia
multigénica é constituida por um conjunto de genes com notavel similaridade estrutural, quanto ao
numero e organizacdo dos pares de bases nitrogenadas, embora eles possam exibir diferentes fun-
¢oes. Acredita-se que as familias de multigenes sejam formadas por uma série de eventos de duplica-
¢do durante a evolugdo e que o acimulo de mutagdes ocorridas ao logo do tempo é responsavel pelas
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pequenas diferencas observadas hoje entre esses genes. No entanto, uma caracteristica comum a essas
familias de genes é que possuem um nimero consideravel de pseudogenes, que mostra grande seme-
lhanca com os genes funcionais da mesma familia, mas perderam sua capacidade de expressao devido
a mutacoes adquiridas (FARAH, 2007).

O DNA mitocondrial é amplamente utilizado em amostras animais (AVISE, 1991).

Para plantas e organismos dotados de cloroplastos, o DNA desta organela é utilizado de forma
eficaz devido, principalmente, ao alto nimero de cépias de nucleotideos (BARCODE OF LIFE, 2010-
2015).

Uma vez que um individuo é selecionado para identificacdo, seu material genético é coletado e
sequenciado. Com a sequéncia genética completa, os dados sdo armazenados em programas de compu-
tador e remetidos a um banco de dados - BIN, ou Barcoding Index Number - que é de dominio publico.
Até a publicacdo desta revisdo, havia 315.978 cédigos de DNA barcode animais e 3.429 BINs de espé-
cies de plantas.

Ha diversos grupos de pesquisa no mundo, sendo o maior deles nos EUA (iBOL, 2014), com
cerca de 40 mil registros. No Brasil, as pesquisas com DNA barcoding ainda sao incipientes, embora ha-
ja grupos proeminentes em universidades paulistas (USP e Unicamp, em particular), totalizando cerca
de 5.700 registros brasileiros.

@ DNA barcoding: amostragem, extracdo e amplificacdo

Em animais, o DNA mais utilizado é o mitocondrial, em sua regido 648 pb da enzima Citocro-
mo-c-oxidase subunidade 1, ou simplesmente CO1 (KOSMANN, 2009). A escolha deste gene como
fragmento padronizado deve-se a algumas caracteristicas importantes. Este gene pode ser flanqueado
mesmo por sequéncias conservadas, o que o torna relativamente facil de ser isolado e analisado. Os i-
niciadores universais para este gene sdo bem estabelecidos, permitindo a amplificagio do mesmo em
quase todos os filos animais (AVISE, 1991; SIMON et al., 1994). Além disso, possui um sinal filogenéti-
co maior que os demais genes mitocondriais (SAHLS & NYBLOM, 2000) e, finalmente, possui uma mai-
or variagdo na terceira posicdo de seus cddons, ainda que mudangas nas sequéncias de aminoacidos
ocorram mais lentamente que nos demais genes do DNAmt (HEBERT et al.,, 2003).

Como exemplificagdo de método de extracdo de DNA para uso em barcoding, o trabalho de
Kosmann (2009) foi utilizado como referéncia. Neste trabalho, o DNA foi extraido a partir do térax dos
exemplares estocados e preservados em etanol a 96%. As amostras foram maceradas em solugao de li-
se SDS/Proteinase K (480 pL de 50 mM Tris, 50 mM EDTA, pH 8.0; 20 pL de 20 mg.mL-! proteinase K)
e, em seguida, incubadas por trés horas em banho-maria a 55°C. A seguir, foram adicionados 500 pL de
EZDNA KIT (Biosystems®) seguidos por nova incubag¢do a temperatura ambiente por 12 horas. As
amostras foram, entdo, centrifugadas e os sobrenadantes foram lavados trés vezes em etanol (95-
100%) para a precipitacdo do DNA, depois secos e ressuspendidos em 70 uL. de TE (10 mM Tris, 50
mM EDTA, H20 ultrapura). O DNA total extraido foi quantificado em espectrofotdometro de massa e es-
tocado em freezer a -20°C.

0 método de amplificacdo do DNA foi, analogamente, baseado no trabalho de Kosmann (2009).
A regido de DNA mitocondrial utilizada foi a por¢ao final de CO1 correspondente a regido do DNA Bar-
code (HEBERT, 2003). Este segmento foi amplificado por meio do conjunto de iniciadores LCO1490-L e
HCO02198-L (NELSON et al,, 2007). A amplificacdo foi realizada utilizando-se 40 ng de DNA, 25 mM de
dNTP, 20 mM de cada iniciador, 2,5 U de Taq e 3-4 mM de MgCl..

Os ciclos de temperatura de PCR foram realizados em um termociclador (Mastecycler® - Ep-
pendorf) e consistiram em um passo de desnaturagao inicial de 94°C por dois minutos, seguido de 30
ciclos de desnaturagdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 46°C por 30 segundos, e elongacao a
72°C por dois minutos. O ultimo ciclo foi seguido de uma incubagdo a 72°C por cinco minutos para
completar quaisquer fitas parcialmente sintetizadas (NELSON et al., 2007). Em todas as reacoes reali-
zadas, foram incluidos controles brancos para avaliar a presenca e/ou auséncia de possiveis contami-
nantes ou inibidores durante o processo de extracdo de DNA e/ou preparacdo das reacdes de PCR.
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© pificuldades do métodos e consideracgoes finais

A principal dificuldade encontrada na técnica de DNA barcoding é quando ha ocorréncia de
grupos-irmaos, pois a sequéncia génica dos mesmos é muito semelhante, impedindo, portanto, uma
identificacdo individual precisa.

Com base nos trabalhos analisados, pode-se inferir que a técnica de DNA barcoding é eficiente
por dois motivos principais: ha a utilizagdo de uma sequéncia tinica e com baixo nimero de mutacdes
presentes nos individuos e, apds o sequenciamento, a amostra é inserida em um sistema de banco de
dados, no qual sdo armazenadas todas essas sequéncias para futuras pesquisas e/ou descobertas.

A técnica do DNA barcoding pode ser utilizada para identificagao de espécies de forma bastante
rapida e eficiente, sendo um aparato cientifico promissor. Sugerimos, ainda, a leitura de Naoe (2014),
Pimenta-Neto (2014) e Bold Systems (2014).
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