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RESUMO: Os estudos que visam a caracterizagcdo e conservagao de germoplasma de
espécies de plantas medicinais e aromaticas vém crescendo de forma expressiva frente ao
potencial econdmico dessas espécies. Para tanto, diferentes marcadores moleculares estao
disponiveis no mercado, e a selecao de um ou mais marcadores requer o conhecimento de suas
propriedades e aplicagdes. Este trabalho tem por objetivo apresentar uma reviséo bibliografica
sobre as principais técnicas moleculares utilizadas nesses estudos.
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ABSTRACT: Molecular techniques for characterization and conservation of medicinal and
aromatic plants: a review. The studies which aim on the characterization and conservation
of the germplasm from medicinal and aromatic plant species have been frequent, due to the
economic potential of these species. Therefore, different molecular markers are available in the
market, and the selection of one or more markers requires knowledge of their properties and
applications. This work aims to present a literature review about the main molecular techniques

used in these studies.
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INTRODUGAO

As plantas produzem uma série de
substancias quimicas no seu metabolismo.
Algumas destas substancias, conhecidas como
principios ativos, sdo capazes de provocar respostas
biolégicas, quando introduzidas no organismo
animal, inclusive no homem. Tais principios ativos
possuem aplicacdo nas industrias de cosméticos,
farmacéuticas e de outros tipos de produtos (Sousa
et al., 1991; Boscolo & Valle, 2008).

A utilizagdo de plantas medicinais e
aromaticas pela populagdo mundial é crescente, e
0s principios ativos, responsaveis por essa larga
utilizacéo, representam o ponto de partida para
a sintese de produtos quimicos e farmacéuticos
que movimentam milhdes de ddlares por ano
(Schocken, 2007; Johnson, 2012). Por outro lado,
esse interesse pelas propriedades quimicas dos
vegetais, tanto pelas comunidades tradicionais
quanto pelas industrias que realizam a prospecgao
de novos produtos, gera uma intensa procura aos
recursos naturais, o que tem causado sérios danos
a diversidade genética de algumas espécies, por
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promover perda da base genética e colocar em risco
de extingdo varias delas antes mesmo de serem
conhecidas.

Atualmente, os estudos que visam a
caracterizagao e conservagao de germoplasma de
espécies de plantas medicinais e aromaticas vém
crescendo de forma expressiva frente ao potencial
econdmico dessas espécies. A caracterizagao de
germoplasma € uma importante atividade para
subsidiar a utilizagdo dos recursos naturais, pois
possibilita que novos materiais de interesse sejam
incluidos em programas de melhoramento genético e
serve como base para o delineamento de estratégias
de conservacéo. Diferentes métodos sao utilizados
na caracterizagao de recursos genéticos, entre eles
estdo avaliagdes de caracteristicas morfoldgicas e
moleculares.

No campo, as caracteristicas morfolégicas
séo utilizadas normalmente para descrever e
discriminar variedades de plantas (Anti, 2000),
podendo servir para auxiliar a escolha de individuos
com potencial para diversas finalidades. No entanto,
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essas caracteristicas podem ser avaliadas de forma
subjetiva e ainda sofrer influéncias ambientais
positivas ou negativas, impossibilitando a deteccao
de polimorfismo de modo confiavel entre espécies,
variedades e individuos. Além disso, devido a
ampla gama de espécies medicinais e aromaticas,
€ reduzido o numero de descritores morfolégicos,
especialmente para aquelas que nao sao cultivadas
comercialmente.

Com os avangos da biotecnologia, o
advento dos marcadores moleculares possibilitou
a discriminacao genotipica de forma habil, pois
permite o estudo da variagdo genética em nivel de
DNA. Os primeiros marcadores moleculares foram
os isoenzimaticos, e, a partir do desenvolvimento
da técnica de reagao de polimerase em cadeia
(PCR — Polymerase Chain Reaction), foi possivel
o surgimento de diversas classes como AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism), SSR
(Simple Sequence Repeats), ISSR (Inter Simple
Sequence Repeat), RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), entre outros (Ferreira &
Grattapaglia, 1998).

Além de possibilitar a caracterizagcéo de
germoplasma, os marcadores moleculares podem
ser utilizados como ferramenta para estudos de
diversidade genética entre individuos, dentro
e entre populagcdes ou espécies relacionadas
(Souza et al., 2008), assim como para analise de
filogenias, impresséo digital de DNA, deteccado de
ligacao génica com caracteres mono e poligénicos,
identificagdo de variedades, introgressdo génica,
selecao indireta de caracteres agronémicos, dentre
outros. A eficacia dos diferentes marcadores é
confirmada com a vasta utilizagao dessas técnicas
nos estudos de conservacao genética e no
melhoramento de plantas.

E considerado marcador molecular
qualquer fendétipo molecular oriundo de um
gene expresso, como no caso de isoenzimas,
ou de um segmento especifico de DNA que
corresponde a regides expressas ou hdo do genoma
(Ferreira & Grattaplagia, 1998). Estes ultimos
sdo estaveis e detectaveis em todos os tecidos,
independentemente da diferenciagao ou do estadio
de desenvolvimento do organismo, e ndo sofrem
influéncia do ambiente e dos efeitos pleiotropicos
(multiplos efeitos resultantes de um unico gene) e
epistaticos (interacdes génicas) (Joshi et al., 2004,
Agarwal et al., 2008).

Ha diversos tipos de marcadores
moleculares e a selegao de um ou mais marcadores
requer o conhecimento de suas propriedades e
aplicacbes (Semagn et al., 2006).

Principais tecnologias para
caracterizagao molecular em plantas medicinais

e aromaticas
Marcadores isoenzimaticos

Isoenzimas sédo formas diferentes de
uma mesma enzima que apresentam afinidade
por um mesmo substrato, ou seja, desempenham
a mesma atividade catalitica, mas podem ter
diferentes propriedades cinéticas e ser separadas
por processos bioquimicos (Ferreira & Grattapaglia,
1998). A analise das mobilidades eletroforéticas
das enzimas produzidas permite a caracterizacao
genotipica de cada individuo, bem como as
distribuicdes génicas em populagdes e espécies
(Pdvoa, 2002).

As isoenzimas podem ser observadas
na maior parte dos tecidos e sdo consideradas
marcadores neutros de heranga co-dominante.
Somado a isso, o trabalho com isoenzimas
dispensa conhecimento prévio sobre o genoma da
espécie a ser estudada (Robinson, 1998) e pode
ser obtido a baixo custo, em relagdo aos demais
marcadores. A principal limitagdo do seu uso
consiste da necessidade de se conhecer os sistemas
enzimaticos mais discriminantes em cada espécie ou
grupo de espécies. Uma vez conhecidos, torna-se
relativamente simples e rapida (Martins et al., 2007).

Em espécies vegetais, estas técnicas tém
sido utilizadas na investigacdo dos padrdes de
variabilidade e estrutura genética de populacdes
naturais (Gois et al., 2009; Takrouni et al., 2012) e
dos sistemas de cruzamentos (Gusson et al., 2006),
e na caracterizacdo de espécies (Ali et al., 2012;
2013) e hibridos (Lebeda et al., 2012). As técnicas
isoenzimaticas tém sido também importantes
como auxiliar na identificacdo quimiotaxonémica
de espécies medicinais e aromaticas (Lopes et al.,
2003), bem como em analises de correlagédo entre
os perfis genético e quimico dessas espécies (Ali
etal., 2013).

Como o conhecimento sobre o sistema
reprodutivo e a taxa de cruzamento de uma
populacao € um instrumento de valor para o manejo
de uma espécie, Oliveira et al. (2002) utilizaram
a técnica de eletroforese de isoenzimas em 400
progénies de uma populagdo natural de Copaifera
langsdorffii Desf (copaiba), localizada no Estado
de Minas Gerais, e com a analise dos perfis
isoenzimaticos foi possivel verificar que a espécie
apresenta reprodugao mista, predominantemente
alégama. Localizadas também no Estado de Minas
Gerais, quatro populagdes naturais de Caryocar
brasiliense (pequi), espécie arbérea amplamente
distribuida no Cerrado brasileiro, mas em perigo de
extingéo, foram estudadas por Melo Jr et al. (2012),
que ndo observaram evidéncias de endogamia
dentro de fragmentos. Por outro lado, nenhuma
populagdo mostrou-se em equilibrio, indicando
gargalos genéticos recentes.
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Para a analise de variagao entre populagdes
de Ocimum sanctum (manjericdo santo), situadas
em diferentes localidades da india, Johnson
(2012) observou perfis exclusivos de bandas de
isoesterase, isoperoxidase, fosfatase acida e
fosfatase alcalina nessas populagdes, as quais
representam a impressao digital de planta medicinal
importante, util na diferenciagdo das espécies.
Em estudo de identificagdo e caracterizagdo de
hibridos de Ocimum selloi Benth (elixir-paregérico),
oriundos do cruzamento de dois acessos do
Banco de Germoplasma de Plantas Medicinais da
Universidade Federal de Vigosa, Amaral et al. (2007)
utilizaram marcadores isoenzimaticos, os quais
mostraram-se Uteis para demonstrar a ocorréncia
de hibridag&do. Chaurasiya et al. (2009), estudando
a aglomeracdo metabdlica de uma colecéao
nucleo de Withania somnifera (ginseng indiano),
utilizaram marcadores isoenzimaticos e RAPD
para comparagao com o perfil quimico e, apesar de
terem encontrado maior polimorfismo genético com
os marcadores RAPD, os isoenzimaticos foram os
que permitiram melhor discriminagao na formagao
de grupos associados ao perfil quimico.

Apesar de existirem técnicas utilizadas
em estimativas de diversidade genética mais
atuais, sendo estas, até mesmo, mais eficientes na
obtencao de polimorfismo genético, as isoenzimas
ainda sdo bastante empregadas em anélises
genéticas que nao requeiram amostragem ampla
do genoma.

Marcadores RAPD

O método que envolve a detecgao de
Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso (RAPD
- Random Ampilified Polymorphic DNA) é utilizado
na caracterizagdo de genoétipos em varias espécies
de plantas medicinais e aromaticas.

Atécnica de RAPD consiste na amplificagao
de DNA gendmico em PCR. Utilizando sequéncias
curtas e arbitrarias de 10 nucleotideos (primers
decameros), permitem obter polimorfismos
traduzidos por produtos de reacado especificos,
devido ao rearranjo ou delegdo de bases na zona
de ligacéo aos primers (Schlétterer, 2004; Agarwal et
al., 2008). A separagéo dos produtos de amplificagéo
de uma reacado RAPD ¢ feita, em sua maioria, por
eletroforese em gel de agarose corado com brometo
de etidio, que se intercala com as cadeias de DNAe
permite visualizagéo sobre luz ultravioleta (Semagn
et al., 2006).

Entre as vantagens frequentemente citadas
para a técnica, pode-se destacar: simplicidade,
rapidez, baixo custo, demanda de quantidades
minimas de DNA para realizagdo das analises,
possibilidade de estudo de espécies com pouco
ou nenhum polimorfismo em locos isoenzimaticos.
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Por utilizar primers de sequéncia arbitraria,
os marcadores RAPD permitem a realizagao
de andlises genéticas sem a necessidade de
conhecimento prévio sobre o DNA da espécie a ser
estudada (Lacerda et al., 2002).

Entretanto, os marcadores RAPD também
apresentam limitagdes, destacando-se o baixo
conteudo de informagéao genética por loco. Apenas
um alelo é detectado, o segmento que é amplificado,
enquanto que as demais variagdes alélicas sao
classificadas conjuntamente como alelo nulo
(Ferreira & Grattapaglia, 1998). Adominancia neste
caso nao se refere a interagédo genética entre alelos
de um mesmo loco e sim a interpretagao relativa
entre fendtipo e gendtipo (Ciampi et al., 2007).

Nos estudos de genética e conservagao
de espécies medicinais e aromaticas, diversos
trabalhos tém utilizado a técnica de RAPD, com
diferentes finalidades. Trindade & Chaves (2005)
a utilizaram com o intuito de analisar a estrutura
genética de 13 populacdes de Eugenia dysenterica
DC (cagaiteira), localizadas no estado de Goias, e
observaram que a estrutura genética foi significativa
entre as populacdes e que ha correlacao fenotipica,
genética e geografica entre elas.

Em estudo de avaliagado da diversidade
genética e comparacgdo com o perfil quimico dos
6leos essenciais em 16 populagdes de Salvia spp.,
Lerin et al. (2007) encontraram alta variabilidade
genética dentro delas e correlacdo positiva entre
o perfil genético e quimico. Visando quantificar a
variabilidade genética entre e dentro de populacdes
de Lychnophora ericoides Martius (arnica), que
apresentam diferengas morfologicas e de aroma
devido a presenga de 6leos essenciais, Melo
et al. (2009), utilizaram marcadores RAPD, os
quais demonstraram baixa dissimilaridade entre
as populagdes estudadas, embora os dados
tenham sido capazes de distingui-las, com maior
proximidade genética entre populagdes com
caracteristica aromatica.

Com o objetivo de avaliar o impacto da
distancia genética entre genitores sobre a taxa de
cruzamento de acessos de Andrographis paniculata
Nees., da Malasia, um importante fitoquimico
anticancer, Valdiani et al. (2014) utilizaram
marcadores agro-morfolégicos e RAPD. Por meio
destes ultimos, notou-se que mesmo um pequeno
aumento na distancia genética entre dois pais pode
causar um declinio na sua taxa de cruzamento, ao
contrario, dos agro-morfolégicos que obtiveram
comportamento neutro para este parametro. Os
autores concluiram que, apesar da baixa diversidade
genética observada entre os acessos estudados,
uma pré-selecéo de pais geneticamente adjacentes
nesta populagao, utilizando marcadores RAPD, seria
util para aumentar a taxa de frutificagao.
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A diversidade genética dentro e entre de
sete populacdes naturais tunisinas de Hypericum
humifusum L. (hipericdo-rasteiro), de diferentes
regides geograficas e bioclimaticas, foi avaliada por
Afef et al. (2012), utilizando 11 locos isoenzimaticos
e 8 primers RAPD. Os agrupamentos de populagdes,
gerados por meio de dendrogramas baseados nos
dois métodos, nao refletiram padrbes geograficos
ou bioclimaticos espaciais, indicando adaptagao
especifica das populagbes aos ambientes locais. O
dendrograma obtido a partir de dados combinados
resultou agrupamentos populacionais semelhantes
ao obtido com marcadores RAPD, sugerindo maior
precisao dos mesmos.

Marcadores AFLP

Os marcadores gerados pela andlise de
Polimorfismos de Comprimento de Fragmento
Amplificado (AFLP — Amplified Fragment Length
Polymorphism), descrita por Vos et al. (1995),
associam os polimorfismos gerados por digestéo,
por meio de enzimas de restricao, com a capacidade
de deteccdo da técnica de PCR, combinando
os principios dos marcadores RAPD e RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism).

As etapas de obteng¢ao desses marcadores
envolvem a extracdo do DNA gendmico da planta,
que é clivado por dois tipos de endonucleases de
restricdo (corte raro e corte frequente), originando
um numero elevado de fragmentos ndo detectados
em eletroforese, em funcao da alta concentracao.
Pequenas sequéncias de DNA (adaptadores) sado
acopladas as extremidades desses fragmentos
de restricdo, as quais se anelam com primers
especificos, durante a PCR (pré-amplificacdo e
amplificacdo seletiva). Os fragmentos gerados
sdo entao separados por eletroforese em gel de
poliacrilamida desnaturante e visualizados por auto-
radiografia, corados com prata ou fluorescéncia (Vos
et al., 1995).

As principais vantagens da técnica de AFLP
sdo a deteccgdo de altos indices de polimorfismos,
sem a necessidade do conhecimento prévio de
dados de sequéncia de DNA para construgao dos
primers utilizados (Faleiro et al., 2001), geragao
de grande numero de locos e cobertura ampla do
genoma (Lopes et al., 2002); e apresenta como
desvantagem a heranga dominante (Ferreira &
Grattapaglia, 1998).

Estas caracteristicas tornam o método AFLP
adequado para a caracterizagdo da variabilidade
genética, obtencéo de impressdes digitais de DNA
(Azhaguvel et al., 2006; Meudt & Clarke, 2007) e
construgdo de mapas genéticos (Pauquet et al.,
2001).

Ao avaliar a diversidade genética entre
e dentro de espécies medicinais aromaticas do

género Achillea, por meio de marcadores AFLP,
Rahimmalek et al. (2009) encontraram alto nivel de
variacao genética entre os gendtipos, diretamente
correlacionado com a distancia genética dos
mesmos. Utilizando os mesmos marcadores,
Freitas et al. (2005) estudaram a variabilidade
genética intrapopulacional em Myracrodruon
urundeuva Fr. All. (aroeira), e observaram altos
niveis de divergéncia genética entre progénies,
inferindo em desvios de cruzamentos aleatérios e na
possibilidade da populacéo de origem das sementes
estar geneticamente estruturada. Wickert et al.
(2007), com o objetivo de caracterizar a diversidade
genética em trés gendtipos de Prunus mume Sieb.
et Zucc. (umezeiro), verificaram que os marcadores
moleculares AFLP s&o passiveis de serem utilizados
na discriminacao dos gendtipos estudados.

Oito populagdes naturais de Palicourea
rigida Kunth (douradinha), espécie endémica do
Cerrado brasileiro e em risco de extingao, foram
avaliadas quanto a diversidade e estrutura genética,
e associagao da producado de extrato medicinal
com suas caracteristicas genéticas, por meio de
marcadores moleculares AFLP, que forneceram
informacgdes relevantes para conservacido desta
valiosa planta medicinal (Silva et al., 2013). Para
avaliar a variabilidade molecular, relacéo genética
e estrutura populacional de 89 porta-enxertos
promissores do género Prunus e pais relacionados,
do Ird, Zeinalabedini et al. (2014) observaram que a
classificagdo desses individuos com base em locos
SSR parece estar mais de acordo com os seus
dados genealdgicos do que com a técnica AFLP,
sugerindo que os marcadores SSR podem ser mais
informativos em estudos de diversidade genética.
Por outro lado, os marcadores AFLP foram mais
capazes de analisar a estrutura das populagdes de
Prunus que os SSR. O conjunto de locos SSR e
AFLP utilizados neste estudo sdo métodos potencias
para conduzir estudos de diversidade e estrura
genética em porta-enxertos de Prunus e suas
espécies parentais.

Marcadores SSR ou microssatélites

Os marcadores microssatélites, também
conhecidos como SSR (Simple Sequence Repeats),
sao compostos de sequéncias simples repetidas de
dois a cinco nucleotideos em tandem na sequéncia
de DNA, tais como (CA)n, (AGAT)n e (ATT)n. O
polimorfismo nestes locos é resultado de variagdes
do numero de repeticdbes das sequéncias de
nucleotideos (Akkaya et al., 1992).

Esses marcadores sao obtidos pela
amplificacdo dos microssatélites via PCR, com
0 uso de primers especificos (desenvolvidos
para a espécie a ser analisada, mas que podem
ser transferiveis para espécies correlacionadas)
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para as regides do DNA que flanqueiam os
microssatélites. Os primers sao desenhados a partir
do sequenciamento de fragmentos de DNA, obtidos
de bibliotecas gendmicas, onde os microssatélites
foram previamente localizados. A separacdo dos
produtos de amplificacdo se da por meio da técnica
de eletroforese em géis de poliacrilamida ou agarose
e visualizagao do polimorfismo por auto-radiografia,
coloragdo com prata ou fluorescéncia (géis de
poliacrilamida) ou por coloragdo com brometo de
etidio sobre luz ultravioleta (Faleiro et al., 2003), e
por meio do sequenciamento de DNA (Zeinalabedini
et al.; 2014).

A grande limitacdo da tecnologia esta no
seu desenvolvimento, pois envolve um processo
demorado, trabalhoso e com alto custo, devido
a necessidade de construgao de bibliotecas
gendmicas e screening de milhares de clones
com sondas apropriadas (Kolliker et al., 2001). No
entanto, os marcadores microssatélites sdo uma
ferramenta adequada e importante em genética
vegetal, por serem abundantes e uniformemente
distribuidos por todo genoma, gerarem alto
polimorfismo, serem reprodutiveis, requererem
pequena quantidade de DNA e possuirem heranga
codominante e natureza multialélica (Oliveira et al.,
2006; Oliveira & Silva, 2008).

Além de uteis para construgao de mapas
genéticos (Gupta & Varshney, 2000), SSRs
tém sido utilizados para estudar diversidade
de populagdes naturais (Barroso et al., 2010) e
de espécies cultivadas (Almeida et al., 2009a),
permitindo analisar desde individuos até espécies
proximamente relacionadas, devido ao fato de
que as sequéncias de DNA que flanqueiam os
microssatélites, sdo geralmente conservadas
dentro de uma mesma espécie ou entre espécies
de géneros correlatos, o que permite o desenho de
primers para amplificagdes especificas desses locos
(Oliveira et al., 2006)

Zhao et al. (2010) avaliaram a diversidade
genética e estrutura populacional de 139 acessos
chineses de Lycium, por meio de marcadores
microssatélites, e encontraram alta diversidade
genética, com elevada frequéncia de alelos raros por
loco, e conformacao de trés sub-populagdes, sendo
estes resultados Uteis para futura identificagao
de alelos importantes, mapeamento genético,
clonagem de gene, conservacao de germoplasma
e melhoramento genético da espécie em questéo.

Ao analisar a diversidade genética de
trés populagdes de Lychnophora pinaster (arnica-
mineira), no Estado de Minas Gerais, Haber et
al. (2009) observaram uma porcentagem de
endogamia, com alta taxa de cruzamento, sugerindo
um sistema de reprodug¢ao misto, com tendéncia a
alogamia, e maior parte da variabilidade dentro das
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populagdes. Utilizando a mesma técnica, Almeida
et al. (2009b), objetivando caracterizar a estrutura
genética de 38 gendtipos de diferentes municipios
da Bahia, observaram elevada frequéncia de
alelos exclusivos e, apesar disso, maior parte da
diversidade estava dentro das populagdes, nao
ocorrendo estruturagdo das mesmas.

Na caracterizagdo de gendtipos de mirtilo
(Vaccinium spp), Silva et al. (2008), utilizaram as
técnicas RAPD e SSR, sendo esta ultima mais eficaz
na discriminag¢ao dos gendtipos analisados, devido a
maior detecgao de polimorfismo genético entre eles.

Marcadores ISSR

Os marcadores moleculares ISSR (Inter
Simple Sequence Repeat — Inter Repeticdes
de Sequéncia Simples) foram desenvolvidos a
partir da necessidade de explorar repeticbes de
microssatélites sem a necessidade do conhecimento
prévio do sequenciamento do DNA da espécie-alvo
(Zietkiewicz et al., 1994).

O método de ISSR tem sido amplamente
utilizado por ser uma técnica simples, rapida,
eficiente, possuir alta reprodutibilidade e gerar altos
indices de polimorfismo (Reddy et al., 2002). E
facilmente detectado usando poucos equipamentos
e fornece grande numero de dados por um
custo razoavel para o pesquisador (Wolfe, 2005).
Possuem a desvantagem de serem marcadores
dominantes (Zietjiewicz et al., 1994).

O ISSR é considerado um marcador semi-
arbitrario, baseado no principio da técnica de PCR,
que envolve amplificagdes de segmentos de DNA,
em presenca de primers complementares (Liu &
Wendel, 2001; Souza et al., 2005). Os primers
ISSR sao mais robustos que os primers RAPD,
pois apresentam maior superficie de ancoragem
e possuem maiores temperaturas de anelamento,
aumentando a reprodutibilidade dos produtos
(Tsumura et al., 1996). A alta reprodutibilidade
dessa técnica foi comprovada por Qiu et al. (2009)
ao utiliza-la para autenticagao de ervas medicinais
chinesas.

Essa técnica é eficaz nas analises de
diversidade genética, em estudos de impresséo
digital do DNA, selecao assistida por marcadores,
filogenia e mapeamento genético (Rakoczy-
Trojanowska & Bolobok, 2004; Liu et al., 2008).
Sun et al. (2010) empregaram marcadores ISSR
para analisar a variacdo genética dentro e entre
populagbes de Schisandra chinensis (Turcz.) Baill.
(Northern wu-wei-zi - fruto dos cinco sabores) e de
Schisandra sphenanthera Rehd. et Wils. (Southern
wu-wei-zi), plantas da medicina chinesa tradicional,
possibilitando inferir sobre os eventos histoéricos
e avaliar sua utilizagdo como marcadores na
diferenciacdo das duas espécies, que revelou altos
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niveis de diversidade genética e diferenciacao
genética significativa entre as mesmas.

Avaliando as técnicas moleculares aplicadas
ao género Hypericum, Costa (2010) encontrou alto
polimorfismo genético, utilizando marcadores ISSR,
e boa correlagao genética e micromorfoldgica entre
cinco espécies do género. Assim como Hu et al.
(2010), em estudo de diversidade genética entre
13 populacdes selvagens de Rheum tanguticum
(ruibarbo-palmado) da China, também observaram
alto polimorfismo e relativa diferenciagdo entre
as populagdes, com associagdo das distancias
genética e geografica.

A variabilidade genética e quimica de
quatro populagdes de Hesperozygis ringens Benth
(espanta-pulga) foi analisada por Fracaro (2006), por
meio de marcadores RAPD e ISSR, que observou
padrdes semelhantes de variabilidade entre as
populagdes com os dois marcadores e ainda foi
estabelecida uma significativa correlagdo genética,
quimica e geografica entre elas. Ja Wu et al. (2010),
estudando a diversidade genética entre e dentro de
16 populagbes de Pogostemon cablin (patchouli) da
China, por meio de marcadores ISSR, detectaram
alto percentual polimérfico, indicando alto nivel
de diversidade genética, com valores superiores
aos encontrados com os marcadores RAPD em
estudos realizados por outros autores nas mesmas
populagoes.

Marcadores SCAR

Para aumentar a confiabilidade dos
marcadores RAPD e converté-los em marcadores
co-dominantes, Paran & Michelmore (1993)
desenvolveram os marcadores SCAR (Sequence
Characterized Amplified Region - Regido Amplificada
de Sequéncia Caracterizada), que séo altamente
especificos (Nietsche et al., 2000).

Esses marcadores s&o derivados de
marcas RAPD pelo desenvolvimento de primers
mais longos, com consequente aumento da
temperatura de anelamento nas reagdes de PCR.
Ap6s a selecdo da marca RAPD, o fragmento é
clonado e sequenciado, e é sintetizado um par de
primers de aproximadamente 24 pares de bases.
Esses primers SCAR séo utilizados para amplificar
as regides especificas do DNA genémico (Zaccaro
et al., 2007). O polimorfismo pode ser detectado
diretamente pela presenga ou auséncia da banda
ou por meio de clivagem das bandas monomorficas
com enzimas de restricdo, em ambos os casos, apos
migragao por eletroforese em substrato especifico
(agarose ou poliacrilamida) (Paran & Michelmore,
1993).

Marcadores SCAR foram desenvolvidos
para autenticagao de varias plantas medicinais e
aromaticas que sao facilmente adulteradas (Kiran et

al., 2010). Estudos foram realizados com espécies
do género Phyllanthus (Dnyaneshwar et al., 2006;
Theerakulpisut et al., 2008), Artemisia (Lee et al.,
2006) e Echinacea (Adinolfi et al., 2007), e com
as espécies Angelica decursiva, Peucedanum
praeruptorum e Anthriscus sylvestris (Choo et al.,
2009), Atractylodes japonica (Huh & Bang, 2006),
Panax japonicas (Choi et al., 2008), Cnidium
officinale, Ligusticum chuanxiong e Angelica
polymorpha (Lee et al., 2010), Ophiopogon japonicus
e Liriope platyphylla (Li & Park, 2012), entre outras,
0 que aumenta a aplicagao industrial das técnicas
moleculares (Dnyaneshwar et al., 2006).

CONCLUSAO

Os diversos tipos de marcadores moleculares
empregados em estudos de caracterizacdo, tanto
para aplicagoes filogenéticas e evolutivas, quanto
para fins praticos de conservagao genética de
espécies medicinais e aromaticas, fornecem
informacgdes relevantes a pesquisa cientifica. Para
uma determinada analise genética, basicamente,
podem ser utilizadas as diferentes técnicas aqui
apresentadas (com excegéo dos marcadores SCAR
que sao especificos para autenticagdo de espécies
medicinais e aromaticas). A escolha de uma ou mais
técnicas moleculares dependera do objetivo da
analise e da estrutura fisica e financeira disponivel
para realizagéo do estudo.
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