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RESUMO

A aplicacdo da técnica de DNA barcoding tem se mostrado bem-sucedida em
estudos de levantamento da biodiversidade, biomonitoramento de espécies invasoras,
analises forenses para avaliacdo de seguridade alimentar e de medicamentos a base de
plantas medicinais, monitoramento do comércio ilegal de espécies ameacadas, estudos
sobre ecologia alimentar, iniciativas de conservacdo etc. O presente estudo teve como
objetivo principal levantar e sistematizar a producdo cientifica sobre o uso de DNA
barcoding em plantas. Para tanto, foi realizada uma busca na base de dados Web of
Science, utilizando como palavras-chave combinadas as regides anotadas no genoma
plastidial e nuclear de Arabidopsis thaliana (espécie modelo), que sdo utilizadas como
marcadores de DNA barcoding, associadas as expressdes: “DNA barcoding” OR
“barcoding” OR “DNA barcode” OR “barcode” OR “metabarcoding”. A busca foi
realizada abrangendo o periodo completo de publicacdo da base de dados até 2020. Os
arquivos recuperados passaram por filtragem, sendo considerados apenas artigos
originais, excluindo-se artigos de revisdo, bem como 0s que ndo correspondiam ao escopo
do estudo. Um total de 1.897 artigos foram recuperados, dos quais 1.073 estavam dentro
dos critérios de inclusdo. Como o primeiro artigo foi publicado em 2005, a andlise
abrangeu o periodo entre 2005 e 2020. Os estudos foram publicados em um total de 309
periodicos, com uma média geral de publicacdo por ano igual a 5,21. A produgdo
cientifica variou ao longo do periodo, mas sempre com uma tendéncia crescente. A média
de autores por documento foi de 3,49 visto que, cada artigo apresenta em sua grande
maioria mais de um autor, o que explica a média de coautores por documento (5,34). No
entanto, de um total de 3.747 autores registrados, o nimero de artigos por autor foi baixo,
com uma média igual a 0,29. A China se destaca como principal pais, de acordo com a
origem dos autores, que tem contribuido com trabalhos envolvendo a aplicagdo da técnica
de DNA barcoding no estudo de plantas, sendo também o pais mais citado. Os autores
mais relevantes, com base no nimero de publica¢cfes foram os chineses: Chen SL, Song
J, Yao H, sendo o artigo de Chen et al. (2010) o segundo mais citado globalmente. Os
periddicos que apresentaram maior destaque em relagdo ao nimero de artigos publicados,
considerando o assunto, foram respectivamente: Plos One, Molecular Ecology Resources
e Scientific Reports. Foi possivel caracterizar quatro grupos de documentos quanto ao
uso/aplicacdo da técnica, respectivamente: Descricdo/delimitacdo de espécies (545),
Genética Forense (275), Desenvolvimento/metodologia (163), Ecologia (90) e 75 artigos
foram categorizados em até dois grupos diferentes. Os estudos agrupados na categoria de
maior destaque (Descri¢do/delimitacdo de espécies), abordam desde delimitacdo de
espécies de grupos complexos, até a validacdo de espécies com propriedades de interesse
econdmico e de espécies ja catalogadas em herbarios. As possibilidades de aplicacdo vém
sendo ampliadas gracas ao desenvolvimento das tecnologias de Sequenciamento de Alto
Rendimento, abrindo portas para estudos em Ecologia, Evolugdo e Genética Forense e
que utilizam além de DNA barcoding, 0 metabarcoding.

Palavras-chave: Cienciometria, DNA barcode, ITS, matK, psbA-trnH, rbcL.



ABSTRACT

The application of the DNA barcoding has been shown to be successful in studies
of biodiversity surveys, biomonitoring of invasive species, forensic analysis to assess
food security and medicinal products based on medicinal plants, monitoring the illegal
trade in threatened species, studies about food ecology, conservation initiatives, etc. The
present study had as main objective to raise and systematize the scientific production on
the use of DNA barcoding in plants. For this purpose, a search was carried out in the Web
of Science database, using as keywords combined the regions annotated in the chloroplast
and nuclear genome of Arabidopsis thaliana (model species), which are used as DNA
barcoding markers, associated with the expressions: “DNA barcoding” OR “barcoding”
OR “DNA barcode” OR “barcode” OR “metabarcoding”. The search was carried out
covering the complete period of publication of the database until 2020. The recovered
files were filtered, being considered only original articles, excluding review articles, as
well as those that did not correspond to the scope of the study. A total of 1,897 articles
were retrieved, of which 1,073 were within the criteria’s inclusion. As the first article was
published in 2005, the analysis covered the period between 2005 and 2020. The studies
were published in a total of 309 sources, with a general average of publication per year
equal to 5.21. Scientific production varied over the period, but always with an increasing
trend. The average number of authors per document was 3.49, since each article mostly
has more than one author, which explains the average number of coauthors per document
(5.34). However, out of a total of 3,747 registered authors, the number of articles per
author was low, with an average equal to 0.29. China stands out as the main country,
according to the origin of the authors, who has contributed with works involving the
application of the DNA barcoding technique in the study of plants, being also the most
cited country. The most relevant authors, based on the number of publications, were the
Chinese: Chen SL, Song J, Yao H, with the article by Chen et al. (2010) the second most
cited globally. The journals that showed greater prominence in relation to the number of
articles published, considering the subject, were respectively: Plos One, Molecular
Ecology Resources and Scientific Reports. It was possible to characterize four groups of
documents regarding the wuse / application of the technique, respectively:
Description/delimitation ~ of  species  (545),  Forensic ~ Genetics  (275),
Development/methodology (163), Ecology (90) and 75 articles were categorized in up to
two different groups. The studies grouped in the most prominent category
(Description/delimitation of species), range from delimiting species from complex groups
to the validation of species with properties of economic interest and species already
cataloged in herbariums. The application possibilities have been expanded due to the
development of High Throughput Sequencing technologies, opening doors for studies
applied to Ecology, Evolution and Forensic Genetics and which use in addition to DNA
barcoding, the metabarcoding.

Keywords: Scientrometrics, DNA barcode, ITS, matK, psbA-trnH, rbcL.



1. INTRODUCAO

A técnica de identificagdo molecular denominada DNA barcoding (Codigo de Barras
de DNA) foi proposta por Hebert e colaboradores (2003), com o intuito de colaborar com a
discriminacdo da vida, através da utilizacdo de uma sequéncia padrdo de DNA semelhante a
um codigo de barras comercial (Hebert et al., 2003). Apesar de ser considerada alternativa
aos métodos taxondmicos classicos, a identificagdo molecular na verdade, ¢ um
complemento para cobrir lacunas observadas na identificacdo classica (morfologia, acUstica
etc.), na identificacdo baseada em analises quimicas e bioquimicas de moléculas, na
identificacdo molecular cromossdémica (tamanho e nimero de cromossomos) e etc. (Hebert
et al., 2003; Hebert & Gregory, 2005).

Segundo Meyer & Paulay (2005), a delimitacdo de espécies por meio do DNA
barcoding acontece pela existéncia de uma lacuna (barcoding gap), usada para verificar 0s
limites entre variacdo intraespecifica (variacdo genética observada entre os individuos de
uma mesma espécie) da divergéncia interespecifica (variacdo genética observada entre
espécies diferentes). Desse modo quanto mais sobreposi¢do (overlap) houver entre a
variacdo genética intraespecifica e a divergéncia interespecifica, menos eficaz o codigo de
barras se torna. Em sintese, a regido de DNA escolhida deve conter variabilidade e
divergéncias genéticas significativas em nivel de espécie e ser amplamente distribuida nos
taxa, ser passivel de sequenciamento com iniciadores universais e ser pequena o suficiente
para ser sequenciada com facilidade (Hebert et al., 2003).

Inicialmente, a técnica de DNA barcoding foi aplicada em animais, utilizando parte
da sequéncia do gene da citocromo oxidase | (COIl), devido as caracteristicas intrinsecas ao
genoma mitocondrial. No entanto, a aplicacdo desta técnica no estudo das plantas nédo
apresentou 0 mesmo sucesso, Visto que o genoma mitocondrial nesses organismos apresenta
uma estrutura instavel, com divergéncias significativas nas regides codificantes do gene
COl, principalmente entre as angiospermas (Hollingsworth et al., 2009). Assim, o Consércio
para 0 Codigo de Barras da Vida (Consortium for the Barcode of Life — CBOL), por meio do
grupo de trabalho voltado para plantas, sugeriu trés regifes gendmicas plastidiais (genes
matK e rbcL e a regido espacadora tnrH-psbA) e uma nuclear (regido ITS do genoma nuclear
ribossomal) para serem utilizadas como codigos de barra em plantas (CBOL, 2009; CBOL,
2011). Embora a combinagédo rbcL + matK tenha sido sugerida como sendo o cédigo de

barras padréo para plantas e as regides ITS e tnrH-psbA como suplementares, isoladamente
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ou numa perspectiva de multilocos, nenhuma das regides propostas pelo CBOL conseguiu o
sucesso esperado para todos os grupos de plantas (Li et al., 2015).

A construcdo de uma biblioteca global de regi6es de referéncia, com a finalidade de
mapear toda a diversidade vegetal existente, ainda estd em processo. Porém, o campo de
aplicacdo potencial do codigo de barras do DNA, em boténica e servigos especializados
relacionados, acabou extrapolando o foco priméario de descoberta da biodiversidade
(Hollingswoth et al., 2011; Kress, 2017). Uma rapida identificacdo em nivel de espécie é
crucial em muitas aplicacdes de importancia econdmica e social (Pecnikar & Buzan, 2013).
A aplicagdo da técnica de DNA barcoding tem se mostrado bem-sucedida em estudos de
levantamento da biodiversidade, biomonitoramento de espécies invasoras, analises forenses
para avaliacdo de seguridade alimentar e de medicamentos a base de plantas medicinais,
monitoramento do comércio ilegal de espécies ameacadas, estudos sobre ecologia alimentar,
iniciativas de conservagdo etc. (Hollingsworth et al., 2011; Kress, 2017). No entanto, 0
estabelecimento de uma biblioteca de referéncia apropriada ainda é um pré-requisito critico
para as inumeras aplicacdes da técnica, 0 que requer a geracao de dados de codigos de barras
de DNA a partir de amostras bem identificadas e comprovadas que representem a
diversidade botanica da terra (Hollingsworth et al., 2011).

Diante da grande quantidade de informagdes produzidas desde o advento da técnica
de DNA barcoding até o presente momento, é necessario compreender a dindmica da
producdo desse conhecimento. Diferentes métodos de sintese de conhecimento estdo sendo
utilizados para o acompanhamento, avaliacdo e descricdo de avangos nas mais diversas
areas, viabilizando novas pesquisas e contribuindo para o seu desenvolvimento (Vanti,
2002). Dentre as diferentes abordagens qualitativas e quantitativas de sintese, a
cienciometria viabiliza a compreensdo da organizacdo das tendéncias da producdo do
conhecimento cientifico sobre determinado assunto (Spinak, 1996; Macias-Chapula, 1998;
Vanti, 2002).

Portanto, buscando compreender as lacunas de pesquisa acerca do uso da técnica de
DNA barcoding nos estudos de plantas, este trabalho tem o intuito de levantar e sistematizar
a producdo cientifica sobre a aplicacdo de DNA barcoding no estudo de plantas e, com isso,

identificar as tendéncias e avancos cientificos acumulados ao longo do tempo.
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2. OBJETIVOS

Geral
Levantar e sistematizar a producédo cientifica sobre o uso de DNA barcoding em

plantas.

Especificos

e ldentificar e descrever padrdes globais de producdo do conhecimento cientifico,
relacionados a aplicagdo da técnica de DNA barcoding em estudos de plantas ao
longo do tempo;

e ldentificar a estrutura da comunidade cientifica a partir das redes de colaboracéo
estabelecidas entre pesquisadores, instituicdes de pesquisa e paises de origem;

e Categorizar os artigos quanto ao tipo de uso/aplicacdo da técnica em estudos de
plantas;

e Levantar os diferentes usos e aplicacdes da técnica e suas contribuicdes para o estudo

das plantas.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Tecnologias de Sequenciamento de DNA

A partir da descoberta da estrutura do DNA, grandes avancos foram feitos no
entendimento da complexidade e diversidade dos genomas. Na década de 1970, os primeiros
métodos de sequenciamento de DNA foram criados, dando inicio a era de “Sequenciamento
de Primeira Geracdo”, através do desenvolvimento de dois protocolos: o método de
sequenciamento quimico de Alan Maxam e Walter Gilbert e o sistema Alan Coulson e
Frederick Sanger (Goodwin et al., 2016). O procedimento de Maxam e Gilbert determina as
sequéncias de bases da fita de DNA através da clivagem quimica da terminagdo 5’ dos
fragmentos de DNA marcados radioativamente (Maxam & Gilbert, 1976). J& na metodologia
de Sanger e Coulson, uma molécula de DNA cuja sequéncia deve ser determinada, €
convertida em fitas simples que, por sua vez, sdo utilizadas como molde para sintetizar uma
série de fitas complementares. Cada uma dessas fitas termina aleatoriamente em um
nucleotideo especifico diferente (Sanger et al., 1977). A série resultante de fragmentos de
DNA em ambos 0s métodos, é separada por eletroforese e analisada para revelar a sequéncia
do DNA (Goodwin et al., 2016).

A técnica desenvolvida por Sanger et al. (1977) passou a ser comumente referida
como Sequenciamento de Sanger e tornou-se 0 método de sequenciamento prevalecente nos
préximos anos, sendo amplamente utilizada até os dias de hoje, mesmo com algumas
limitacBes (Figura 1). O Sequenciamento de Sanguer transformou a biologia ao fornecer
ferramentas para decifrar genes completos e, mais tarde, genomas inteiros, oferecendo a
oportunidade para explorar a variacao genética dos organismos (Figura 1) (Kircher & Kelso,
2010; Morthie et al., 2011, Yang et al., 2020). A partir, entdo, do que se chamou de
“Sequenciamento de Primeira Gera¢ao”, uma infinidade de inovagdes apoiou o inicio do
Projeto Genoma Humano na década de 1990 e sua conclusdo revelou a necessidade de
tecnologias e conjuntos de dados maiores e mais avancados para responder as complexas
questdes bioldgicas que foram surgindo (Figura 1) (Shendure & Aiden, 2012; Goodwin et
al., 2016). Desde a concluséo do Projeto Genoma Humano em 2003, um progresso
extraordinario foi observado nas tecnologias de sequenciamento do genoma, 0 que levou a
uma diminuicdo do custo por megabase e um aumento do nimero de diversidade de genomas
sequenciados (Figura 1) (Dijk et al., 2014; Goodwin et al., 2016; Yang et al., 2020).
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Figura 1. Histdrico da tecnologia de sequenciamento genético, com inicio na década de 1970 com o
método proposto por Sanger et al. (1977), passando pelo Projeto Genoma Humano e o
desenvolvimento do Sequenciamento de Alto Rendimento. Adaptado de: Yang et al. (2020).

O langamento da primeira plataforma de sequenciamento de alto rendimento, em
meados dos anos 2000, significou uma queda simbolica nos custos do processo, denominado
sequenciamento de nova geracdo (Next-generation sequencing — NGS) (Dijk et al., 2014).
Os métodos de Sequenciamento de Alto Rendimento (High Throughput Sequencing — HTS)
sdo caracterizados pela capacidade de sequenciamento de milhares de moléculas
simultaneamente, favorecendo uma maior profundidade da cobertura de sequéncia
(profundidade de sequenciamento). Quanto maior a cobertura de sequenciamento, maior a
chance de evitar erros durante a montagem de todo o0 genoma ou da regido de interesse
(Shneyer & Rodionov, 2019). Nao é uma coincidéncia que a técnica de DNA barcoding
tenha se desenvolvido em conjunto com as investigacdes em gendmica, uma vez que € uma
ferramenta para identificacdo rapida de espécies com base em sequéncias de DNA, enquanto
a gendmica compara a estrutura e a funcdo de genes. Ambas compartilham, entdo, uma
énfase na aquisicdo de dados genéticos em grande escala, que oferece novas respostas a
questdes antes fora do alcance de muitas disciplinas com dados limitados (Hebert et al.,
2003; Kress & Erickson, 2008).

Novas plataformas como as da Oxford Nanopore e PacBio (Figura 1), vem sendo
sugeridas como alternativas econémicas ao sequenciamento Sanger para a geracdo de
codigos de barras de DNA (Kennedy et al., 2020). Ambas permitem que o sequenciamento
alcance comprimentos de leitura superiores a qualquer tecnologia anterior, além de

permitirem o processamento de milhares de codigos de barras de DNA em uma Unica
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execucao de sequenciamento. A plataforma de DNA Nanopore é um exemplo de tecnologia
em desenvolvimento, baseada em nanoporos que oferece grandes vantagens potenciais no
contexto da pesquisa de tecnologias de sequenciamento, apresentando como exemplo o
MinlON, um dispositivo portatil que pode ser usado por grupos de pesquisa em ambientes
de campo, ndo ficando restrito a ambientes que necessitam de estrutura e logistica
apropriados (Figura 1) (Menegon et al., 2017, Pomerantz et al., 2017).

A disponibilidade de plataformas de sequenciamento de alto rendimento cada vez
mais modernas e a necessidade de identificacdo de tdxons sob diferentes condigdes, inclusive
de logistica de trabalho, viabilizaram o surgimento do metabarcoding (Taberlet et al., 2012).
Metabarcoding é um caso especial de DNA barcoding que utiliza 0 mesmo banco de dados
de referéncia que o codigo de barras de DNA, mas permite a identificacdo automatica de
varias espécies, a partir de uma amostra global contendo organismos inteiros ou de Unica
amostra ambiental contendo DNA degradado (solo, 4gua, fezes etc.) (Dormontt et al., 2020).
O Sequenciamento de Alto Rendimento, particularmente associado ao metabarcoding,
permite andlises de diversidade e interacGes em estudos de comunidades em escalas sem

precedentes e com reducdes de custo cada vez mais consideraveis (Kennedy et al., 2020).

3.2 DNA barcoding

Em 2003, Hebert e colaboradores propuseram a técnica baseada em uma abordagem
molecular para identificacdo de espécies denominada DNA barcoding, que consiste no uso
de uma sequéncia curta de DNA (400 a 800 pares de base), a partir de uma regido padrao e
comum no genoma, utilizada como um “cédigo de barras” para identificacdo dos organismos
(Hebert et al., 2003). Ao combinar os pontos fortes da genética molecular, das tecnologias
de sequenciamento e da bioinformatica, esses marcadores oferecem um meio preciso para
reconhecer espécies, descritas e nomeadas anteriormente, recuperando informacdes sobre
elas, além de complementar métodos classicos de identificacdo de novas espécies (Hebert et
al., 2003; Hebert & Gregory, 2005; Kress, 2017).

Para coordenar os trabalhos com DNA barcoding em eucariotos, foi organizado em
2004 o Consortium for de Barcode of Life — CBOL (Consércio Internacional para o Codigo
de Barras da Vida), que incluiu organizagdes e pesquisadores que trabalham na estrutura
desta abordagem. A regido selecionada como DNA barcode, bem como os protocolos de seu
uso, deverdo ser aprovados e homologados pelo consorcio. O processo de geracdo e

aplicacdo de DNA barcodes, para fins de identificacdo, envolve etapas basicas como: i) a
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construcdo de uma biblioteca de marcadores de espécies conhecidas e ii) a combinacdo da
sequéncia do DNA barcode, de uma amostra desconhecida, com a biblioteca de referéncia,
a partir de um algoritmo de correspondéncia (Figura 2). Essas etapas ainda representam um
desafio, considerando que a maior parte da biodiversidade biolégica ainda ndo foi
documentada (Meyer & Paulay, 2005; Kress, 2017).

O volume potencial de dados produzidos pela iniciativa do CBOL despertou a
comunidade cientifica envolvida para a necessidade de um software para oferecer suporte a
novos aspectos ligados ao codigo de barras de DNA, o que motivou o desenvolvimento do
Sistema de Cddigos de Barras da Vida (Barcode of Life Data System — BOLD). O BOLD —
www.barcodinglife.org — é uma plataforma de bioinformética integrada que oferece suporte
desde a coleta de espécimes até a biblioteca de cddigos de barras devidamente validada, se
caracteriza por ser: primeiro um repositdrio para o espécime e registros de sequéncia que
forma a unidade de dados bésica de todos os estudos de cddigo de barras; em segundo lugar
¢ uma “bancada” de trabalho que auxilia no gerenciamento, garantia de qualidade e analise
de dados de cddigos de barras; e em terceiro fornece um veiculo para colaboragédo entra
comunidades de pesquisa geograficamente dispersas, combinando seguranca flexivel e

recursos de entrada de dados com entrega baseado na web (Ratnasingham & Hebert, 2007).
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Figura 2. Fluxo de trabalho para desenvolvimento e aplicagdes de DNA barcodes, partindo da coleta
de amostras até a publicagdo e acesso aos dados. Adaptado de: Fajarningsih (2016).
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Dentro do processo de estabelecimento de uma biblioteca de DNA barcodes, o ponto
critico para o desenvolvimento de um cddigo de barras capaz de identificar os organismos €
a precisdo, que depende especialmente da extensdo e da distadncia entre a variagdo
intraespecifica e a divergéncia interespecifica oferecida pelo marcador selecionado
(barcoding gap) (Figura 3A). Quanto mais sobreposicdo (overlap) houver entre a variagao
genética dentro das espécies e a divergéncia que separa espécies-irmas, menos eficaz o
barcode se torna (Figura 3B) (Meyer & Paulay, 2005). Desse modo, para ser pratica como
um “codigo de barras”, a regido de interesse deve apresentar baixa diversidade entre
individuos da mesma espécie além variabilidade e divergéncia genéticas significativas entre
espécies, possuir regides flanqueadoras conservadas para o anelamento de primers
universais, ser pequena o suficiente para que possa ser isolada de amostradas danificadas e
ser sequenciada com facilidade (ndo ultrapassando 700-800 pares de base), além de
apresentarem poucas insercoes e delecdes (indels), para facilitar o alinhamento (Hebert &
Gregory, 2005; Kress & Erickson, 2008).

A) Intraespecifica Interespecifica
/coalescente /especiacio
Barcoding gap
ﬁ
B)

Overlap

Distancia Genética

Figura 3. Representacdo do barcoding gap com as respectivas distribuicbes da variacéo
intraespecifica, mostrada em vermelho e da intraespecifica em amarelo. A) Mundo ideal para DNA
barcoding, com distribuicfes discretas e sem sobreposic¢des (overlap). B) Uma verséo alternativa do
mundo ideal com sobreposicéo significativa e sem gap. Adaptado de: Meyer & Paulay (2005).
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Hebert e colaboradores (2003) propuseram, inicialmente, um fragmento da regido 5’
do gene mitocondrial do citocromo oxidase | (COI), com cerca de 650 pares de base (pb)
como regido alvo para estudos em animais, devido a sua heranca predominantemente
uniparental, ser um genoma pequeno e COM poucos genes, apresentar baixas taxas de
recombinacdo e taxas elevadas de substituicdo de nucleotideos e possibilidade de
recuperacdo eficaz de informagOes génicas de amostras em estados inadequados de
preservacdo. Em contraste ao observado com a aplicacdo de DNA barcoding em animais, a
técnica aplicada em plantas se mostrou mais complexa, visto que o fragmento do gene COI
mitocondrial apresenta taxas de substituicdo em geral muito baixas e o rearranjo estrutural
do genoma mitocondrial variando muito entre os diferentes grupos de plantas (Hollingsworth
et al., 2009; Shneyer & Rodionov, 2019).

3.3 DNA barcoding para plantas

O Grupo de Trabalho de Plantas (Plant Working Group — PWG) é um dos cinco
grupos de trabalho que compdem o CBOL. Foi constituido em 2005 e organizado para
pesquisar cédigos de barras de DNA de plantas, sob coordenacdo do Kew Royal Botanical
Garden de Londres, composto por pesquisadores de sete paises diferentes, de onze
instituicBes participantes (Shneyer, 2009). Apos a constatacdo de que o gene COI ndo teria
sucesso como DNA barcode aplicado ao estudo de plantas, novas possibilidades passaram a
ser consideradas a partir dos genomas plastidial e nuclear (CBOL, 2009, 2011).

A partir de investigacOes iniciais de regides plastidiais, sete sequéncias de DNA
plastidial foram propostas como promissoras, em estudo publicado pelo PWG CBOL em
2009, que incluia: i) quatro sequéncias codificadoras (gene maturase K — matK; gene da
subunidade  da RNA polimerase — rpoB; gene da subunidade f’ da RNA polimerase —
rpoC1; a grande subunidade de ribulose-bifosfato carboxilase — rbcL); ii) trés sequéncias
ndo codificantes (espacadores trnH-psbA, atpF-atpH, psbK-psbl); e iii) a regido ITS dos
genes nucleares ribossémicos, que foi adicionada as sequéncias candidatas posteriormente
(Tabela 1) (CBOL, 2009; Hollingsworth et al., 2009; CBOL, 2011).
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Tabela 1. Caracteristicas dos diferentes marcadores que foram rotineiramente incluidos em estudos
de codigos de barras de plantas. Adaptado de: Hollingsworth et al. (2011).

Comprimento

Marcador gei%rr]r?iaca Tipo Nig%i?ezng::\g:gi)de médio(%% Si‘iter;\)pliconl
nriTsS Nuclear intron e gene 5.8S 52.450 705
nriTS2 Nuclear intron 57.579 494
atpF-H Plastidial intron 664 669
matK Plastidial Codificacdo de proteinas 22.701 889
psbK-I Plastidial Intergénico 626 468
rbcL Plastidial Codificacéo de proteinas 20.374 654
rpoB Plastidial Codificacéo de proteinas 1.970 548
rpoC1l Plastidial Codificacéo de proteinas 3.075 616
trnH-psbA  Plastidial Intergénico 11.539 509

! Estimativas do tamanho do amplicon (incluindo regides de priming) foram feitas a partir de todos os genomas plastidiais
anotados de plantas terrestres depositados no GenBank e, para nriTS, a partir de um conjunto com curadoria de sequéncias
nriTS.

As regides descritas foram testadas, conforme os critérios e diretrizes do CBOL para
a selecdo de locos, em diferentes grupos de plantas, a fim de avaliar a qualidade de
amplificacdo com primers universais e o nivel de discriminacgéo de espécies vegetais (CBOL,
2009). Dentre o conjunto de locos testado, observou-se que as regides codificantes
apresentaram vantagens em relacdo as regides ndo codificantes, uma vez que séo facilmente
alinhaveis e os pseudogenes sdo identificados com mais facilidade. No primeiro estagio,
constatou-se que as regides ndo codificantes apresentaram variabilidade insuficiente e as
sequéncias suficientemente varidveis apresentaram problemas com o comprimento,
ultrapassando o tamanho ideal e inviabilizando sua utilidade como possivel codigo de barras
(CBOL, 2009; Shneyer, 2009).

Das quatro regies codificadoras iniciais, tanto rpoC1l quanto rpoB apresentaram
bom desempenho em relacdo a universalidade/qualidade de sequéncia, mas tiveram baixo
poder discriminatorio, ao passo que, entre as regifes ndo codificadoras foram descartadas:
atpF-atpH, que nédo apresentou boa resolucdo de espécies como codigo de barras simples
devido comprometimento na recuperacdo de sequéncias bidirecionais e também a regido
psbK-psbl que, apesar de apresentar bom padréo discriminatorio, teve 0 menor sucesso de
sequenciamento, alem de problemas na geracéo de leituras bidirecionais (CBOL, 2009).

Embora tenham apresentado atributos desejaveis, rbcL, matK e psbA-trnH néo
atenderam individualmente a todos os critérios previstos pelo CBOL. Segundo Kress &
Erickson (2007), o espacador trnH-psbA demonstrou boa amplificagdo em plantas terrestres
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com um Unico par de primers além de altos niveis de discriminagdo em nivel de espécie.
Entretanto, as principais limitacdes desse loco sdo os problemas na obtencdo de sequéncias
bidirecionais de alta qualidade, além de apresentar ampla variagdo de comprimento (superior
a 1.000 pb), dependendo do grupo de plantas estudado, como observado em
monocotileddneas e coniferas (Erickson et al., 2008).

Entre as regibes génicas plastidais selecionadas, rbcL é a mais bem caracterizada.
Melhorias ao longo do desenvolvimento de primers, tornaram essa regido adequada para a
recuperacdo de sequéncias bidirecionais de alta qualidade e, embora ndo seja a regido mais
variavel, € um componente frequente das combinagGes multiloco (Fazekas et al., 2008). A
regido génica plastidial matK é a que mais se assemelha ao gene COl em termos de taxa de
evolucdo, demonstrando altos niveis de discriminacdo para angiospermas. No entanto,
varios estudos sobre a universalidade dos primers indicaram variacdes quanto ao éxito de
rotina e a recuperacdo irregular, apresentando maior sucesso em angiospermas e menor em
gimnospermas e criptdgamas, respectivamente (Kress & Erickson, 2007; Fazekas et al.,
2008; Lahaye et al., 2008).

Em resumo, rbcL oferece alta universalidade, apesar de ndo apresentar um poder
discriminatorio excepcional, enquanto matK e psbA-trnH oferecem maior resolucéo, porém
exigem mais esforgo para desenvolvimento dos primers. Logo, nenhum loco unico atendeu
aos padroes e diretrizes determinados pelo CBOL, néo sendo capaz de servir como “codigo
de barras” para todos 0s grupos de plantas e, para isso, seria necessario encontrar uma
combinacéo de regides (CBOL, 2009). Dentre as trés combinacdes de locos destacadas, 0
CBOL chegou a conclusdo de que a melhor op¢do seria rbcL+matK, visto que essa
combinacdo evitaria 0 aumento de custos para sequenciar trés locos ao invés de dois, em
conjuntos de amostras muito grandes, além de impedir atrasos adicionais na implementacao
de um codigo de barras padréo para plantas terrestres, ja que o prazo de finalizacéo previsto
era 2007 (CBOL, 2009; Shneyer, 2009).

O CBOL (2009) destaca que essa combinacao de dois locos foi a escolha majoritaria
entre 0s pesquisadores do PWG visto que as sequéncias de alta qualidade de rbcL sédo
facilmente recuperaveis em linhagens filogeneticamente divergentes e apresentam bom
desempenho em testes de discriminacdo associados a outros locos, enquanto que, 0
desenvolvimento de estratégias de amplificacdo para matK, melhorou sua recuperagdo em
angiospermas, gerando perspectivas de melhorias adicionais dentro deste grupo e para 0s

demais grupos de plantas terrestres. Portanto rbcL+matK, como cddigo de barras padréo
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para plantas terrestres, representou uma solucdo, com consideracfes préaticas, que buscou
associar universalidade, qualidade de sequéncia, discriminacdo e custo, oferecendo a
oportunidade de aproveitar tecnologias de sequenciamento automatizadas de alto
rendimento, para estabelecer uma poderosa estrutura universal para identificacdo de plantas.
Apesar de recomendar rbcL+matK como codigo de barras padrao para as plantas terrestres,
0 CBOL ainda teve e tem como desafio estudos em que é necessario aumentar o poder de
resolucdo e universalidade dessa combinacao (CBOL, 2009, 2011).

Durante a 3% Conferéncia Internacional para o Cddigo de Barras da Vida (Third
International Barcode of Life Conference), que aconteceu no México em 2009, o CBOL
sugeriu que a combinagdo rbcL+matK deveria contar com regiGes complementares ja
testadas, tais como: psbA-trnH, atpF-atpH e psbK-psbl, o intron trnL, utilizado em situacdes
envolvendo tecidos com niveis diferentes de degradacao, e o espacador de transcrito interno
do DNA ribossomal nuclear — ITS (composto pelas subunidades ITS1.58S.1TS2)
(Hollingsworth et al., 2011). Em 2011, o CBOL avaliou a eficécia e a universalidade dos
marcadores trnH-psbA e ITS como possiveis regides complementares a combinacao
(rbcL+matK) (CBOL, 2011). Essas regides ja haviam sido testadas em outros estudos, como
em Kress & Erickson (2007) e Hollingsworth et al. (2009).

Em sua publicagdo oficial, o CBOL (2011) demonstrou que: i) os marcadores
plastidiais apresentaram altos niveis de universalidade (87,1-92,7%), enquanto o ITS teve
um desempenho relativamente bom em angiospermas (79%), porém o mesmo nao foi
observado em gimnospermas, sendo identificada ainda uma frequéncia modesta de
sequéncias de copias multiplas e casos de contaminacgdo fungica; ii) em grupos taxonémicos
para 0s quais o sequenciamento direto do marcador é possivel, ITS demonstrou 0 maior poder
discriminatorio dentre os quatro marcadores e, em combinacdo com qualquer um dos
marcadores plastidiais, foi capaz de discriminar 69,9-79,1% das espécies, em comparacao
com apenas 49,7% do cddigo de barras principal, corroborando estudos (Kress & Erickson,
2007; Yao et al., 2010; Chen et al., 2010), que indicaram répida evolucdo nessa regido, o
que leva a mudancas genéticas que podem diferenciar espécies intimamente relacionadas;
iii) em testes com varios individuos de espécies morfologicamente definidas, as atribuicoes
baseadas em ITS e regides plastidiais foram incongruentes em alguns géneros amostrados
(45,2% para géneros com mais de uma espécie amostrada), 0 que destaca a importancia de
amostrar varios individuos e usar marcadores com diferentes modos de heranga (CBOL,
2011).
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A incongruéncia de atribuicdo constatada entre marcadores plastidiais e ITS pode
resultar de hibridagéo e introgresséo ou classificacdo incompleta, fendbmenos que acontecem
com frequéncia em plantas (CBOL, 2011). Tal fato deixa claro que usar apenas marcadores
plastidiais pode ndo permitir a discriminacao entre espécies intimamente relacionadas, e
estabelecer um banco de dados usando apenas um individuo, de cada espécie, associado
apenas a marcadores plastidiais, pode levar a conclusdes equivocadas. Os maiores problemas
com ITS foram encontrados em gimnospermas, em que a grande variabilidade no
comprimento e a falta de primers universais dificultaram o sucesso da PCR (reacdo em
cadeia da polimerase) e do sequenciamento. Além disso as inimeras cOpias da regido no
genoma nuclear podem apresentar divergéncias de sequéncia no mesmo individuo,
principalmente em organismos que apresentam poliploidia como em diversos grupos de
plantas, o que ndo representa um problema significativo na sua aplicagdo em fungos visto
que muitas espécies apresentam etapas haploides de vida bem determinadas. Em casos em
que ITS é dificil de amplificar, ITS2 representa uma alternativa Util para gimnospermas, ou
mesmo para outras plantas com sementes, devido a facilidade de amplificacdo com um Unico
conjunto de primers universais (CBOL, 2009; CBOL, 2011).

Até aqui, observa-se que o caminho para estabelecer um codigo de barras padréo para
as plantas ndo se demonstrou fécil e ainda ndo ha uma conclusédo definitiva. A atuacéo de
muitas profissdes relacionadas ao estudo de plantas, envolve estabelecer e/ou usar protocolos
de identificacdo sendo necessario combinar a disponibilidade, com o poder discriminatorio
da técnica. Para as plantas, diferentemente do gene COI, que foi bem estabelecido como loco
Unico para os animais, a viabilidade da aplicacdo da ferramenta DNA barcode envolve o
estabelecimento de uma combinacdo minima viavel (financeiramente e experimentalmente)

para sua utilizacdo em escala comercial.

3.4 AplicacOes de DNA barcoding no estudo de plantas

A construcdo de um banco de dados global de regides de referéncias, com a finalidade
de mapear toda a diversidade vegetal existente, ainda estd em processo. Porém, a
identificacdo em nivel de espécie ¢é crucial em muitas aplicacbes de importancia econémica
e social. Desse modo, o campo de aplicacdo potencial do codigo de barras do DNA em
botanica e servicos especializados relacionados, acabou extrapolando o foco inicial de

descoberta e descricdo da biodiversidade (Pecnikar & Buzan, 2013; Kress, 2017). O leque
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de aplicacdes de DNA barcoding no estudo de plantas inclui: inventarios de biodiversidade,
avaliacdo filogenética, biosseguranca e saude publica, avaliagdo de conservacdo e
preservacdo ambiental, interacdes entre espécies e redes ecoldgicas, informacbes sobre
diversidade criptica, metadados de DNA barcoding, analises de ecologia forense, montagem
de comunidades, trafico de espécies ameacadas e monitoramento de produtos comerciais
(Hollingswoth et al., 2011; Kress, 2017).

Atualmente, a capacidade do codigo de barras do DNA em distinguir espécies de
uma variedade de taxa e revelar espécies cripticas estd bem documentada (Pecnikar &
Buzan, 2013). O DNA barcoding tem se mostrado Gtil no estudo de grupos taxonomicamente
dificeis, como o género de leguminosas Dumasia, que apresenta espécies com poucas
diferencas morfoldgicas e as plantas sem flores ou frutos séo dificeis de se identificar com
precisdo. Neste estudo, as andlises filogenéticas indicaram que a espécie (Dumaria
yunnanensis ndo é monofilética e é separada por dois ramos independentes, que podem
resultar de diferenciacdo criptica, demonstrando que dados moleculares podem aprofundar
a compreensdo taxonémica e fornecer uma abordagem eficiente para a identificacdo de
espécies (Jiang et al., 2020).

A aplicacdo do cddigo de barras de DNA tem se mostrado bem-sucedida em estudos
de avaliacdo réapida da biodiversidade a partir de amostras ambientais, uma vez que
fragmentos curtos de DNA persistem no meio ambiente e permitem uma avalicdo da
biodiversidade local do solo ou da dgua e estabelecimento da composicao da dieta, conforme
revisado por Valentini et al. (2009) e ainda a avaliagdo da estrutura de comunidades
filogenéticas em florestas tropicais (Heckenhauer et al., 2017). O uso de DNA barcodes para
realizacdo de determinacfes taxondmicas precisas € uma importante ferramenta para o
monitoramento, conservacao e avaliacdo de habitats ameacados, especialmente em biomas
tropicais onde a biodiversidade é pouco conhecida (Costion et al., 2011; Kress, 2017).

O biomonitoramento de espécies vegetais exdticas, como o caso das lentilhas-d’agua
em ambientes lacustres na Italia, € uma acdo importante para o estabelecimento de alertas
precoces de invasao a habitats vulneraveis. Uma vez identificadas as espécies invasoras, é
possivel estabelecer por exemplo, a fonte e forma de entrada dessas espécies no habitat
considerado, bem como executar a¢cdes de manejo das mesmas para que ndo garantam riscos
as especies endémicas (Marconi et al., 2019). O biomonitoramento permite ainda a
investigacao forense do comércio ilegal de espécies ameagadas e autenticacdo da qualidade

produtos alimenticios ou terapéuticos de origem vegetal, normalmente oriundos de amostras
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processadas ou descaracterizadas o que impede uma primeira identificagdo com base nas
caracteristicas fisicas do material (Pecnikar & Buzan, 2013).

O uso de metabarcoding para analises de amostras complexas (processadas e/ou
descaracterizadas), tem ganhado campo gracas a evolucdo das tecnologias de
sequenciamento de alto rendimento, permitindo a andlise de milhares de amostras
simultaneamente, a fim de avaliar sua autenticidade e seguranca (Palhares et al., 2021). O
declinio de polinizadores em todo 0 mundo, leva a déficits de polinizacdo tanto em safras
comerciais quanto em plantas selvagens. Trabalhos de investigacdo da riqueza de polen,
associando o metabarcoding e a microscopia eletrénica, sdo importantes para um melhor
planejamento na oferta de espécies de plantas com flores em jardins urbanos, por exemplo,
como destacado por Bansch et al. (2020) e Potter et al. (2019).

Xin e colaboradores (2018), destacam a preocupacdo global quanto ao perigo
potencial de medicamentos tradicionais a base de plantas (Traditional Herbal Medicinal
Products — THMPs), visto que produtos abaixo do padrdo e falsificados sdo uma ameaca
potencial a saude publica. O uso de DNA barcoding e especialmente de metabarcoding, em
inimeros estudos, determinou que os métodos de controle de qualidade atuais ndo sdo
suficientes para garantir a presenca de ingredientes fitoterapicos e a deteccdo de
contaminantes/adulterantes, sendo necesséria a utilizagdo de métodos complementares como
0 codigo de barras de DNA (Xin et al., 2018). Palhares e colaboradores (2021) também
salientam a importancia de paises como o Brasil, com um longo histérico tradicional de
utilizacdo de produtos fitoterapicos, de se adotar protocolos para autenticacdo baseados em
codigos de barras de DNA.

3.5 Ferramentas para avaliacdo do desenvolvimento cientifico

Diante da grande quantidade de informacGes produzidas desde o advento da técnica
de DNA barcoding até o presente momento, faz-se necessario compreender a dinamica da
producéo desse conhecimento. O mapeamento da producéo cientifica tem se tornado uma
atividade essencial para estudiosos nas mais diversas areas, uma vez que, a medida que o
namero de publicacBes continua a se expandir em taxas crescentes e as publicagdes se
desenvolvem de forma fragmentada, a tarefa de acumular e organizar o conhecimento se

torna mais complexa. A determinacgédo da estrutura intelectual e da frente de pesquisa dos
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dominios cientificos sdo importantes, ndo apenas para a pesquisa, mas também para a
formulacdo de politicas e novas préaticas (Aria & Cuccurullo, 2017).

Diferentes métodos de sintese de conhecimento, estdo sendo utilizados para o
acompanhamento, avaliacdo e descri¢cdo de avancgos nas mais diversas areas, viabilizando
novas pesquisas e contribuindo para o seu desenvolvimento (Vanti, 2002). Dentre as
abordagens de sintese do conhecimento existentes, a cienciometria € um método quantitativo
que viabiliza a compreensdo da organizacdo das tendéncias da produgdo do conhecimento
cientifico sobre determinado assunto, do ponto de vista de sua producdo ou comunicagédo
(Bufem & Prates, 2005; Silveira & Ferreira, 2019).

A produgdo de indicadores quantitativos mais representativos se tornou uma
realidade concreta em funcdo da criacdo, manutencdo e informatizacdo de dados para
armazenamento e consulta de informacdes cientificas (Silveira & Ferreira, 2019), atraves de
plataformas eletrbnicas como a Web of Science (WoS). A WoS é uma base de dados
multidisciplinar que indexa somente os periddicos mais citados em suas respectivas areas,
contando, atualmente, com cerca de 165 milhGes de artigos indexados em 21.300 periodicos.
Por meio da WoS, estdo disponiveis ferramentas para analise de citagdes, referéncias, indice
h, além do acesso a um indice de citacGes, informando, para cada artigo, os documentos por
ele citados e os documentos que o citaram (Fonte: https://www.clarivate.com). O portal de
periddicos CAPES por meio de assinatura com a editora Clarivate Analytics, responsavel
pela WoS, permite acesso a referéncias e resumos em todas as areas do conhecimento (Fonte:
http://www-periodicos-capes-gov-br). Pesquisas cienciométricas utilizando bancos de dados
como a WoS, buscam estabelecer as contribuicbes a respeito de assuntos de interesse e
compreender os caminhos da ciéncia visando identificar as lacunas do conhecimento e

propor novas agendas de pesquisa.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Analise Cienciométrica

Para acessar a literatura existente sobre a aplicacdo da técnica de DNA barcoding em
plantas, inicialmente foram realizadas buscas nas bases de dados Web of Science (WoS) e
Scopus. Apesar de um maior numero de artigos ter sido recuperado através de Scopus, a base
de dados da WoS foi escolhida para o presente trabalho, uma vez que foram encontrados
muitos artigos sobrepostos entre ambas as bases, além de um ndmero significativo de
publicacbes fora do escopo do trabalho envolvendo principalmente microrganismos em
Scopus. Optou-se por buscar pelo nome especifico das regides utilizadas como marcadores
em plantas, visto que, quando testadas apenas as expressdes Plant AND “DNA barcoding”
AND e/ou OR “DNA barcode”, foi recuperado um numero significativo de artigos cujos
objetos de estudos eram bactérias, fungos e animais.

Foram utilizadas como palavras-chave combinadas, o nome das regiGes de genes
codificadores de proteinas e genes de tRNA do genoma plastidial da espécie modelo
Arabidopsis thaliana, conforme anotacdo do genoma disponibilizada no NCBI (Disponivel
em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene?LinkName=nuccore_gene&from_uid=7525012).
Além das regides do genoma plastidial, foram inseridas as palavras-chave “nulTS” OR
“nulTS1” OR “ITS2” OR “ITS2”, que sdo regides gendmicas nucleares do DNA ribossomal,
amplamente utilizadas como marcadores complementares no estudo de plantas. O nome das
regides gendmicas foi associado as expressfes: “DNA barcoding” OR “barcoding” OR
“DNA barcode” OR “barcode” OR “metabarcoding”. Foram retiradas das buscas as regides
codificadores das subunidades ribossomais “4.5S”, “5S”, “16S” e “23S” por serem regides
também presentes no genoma de bactérias, favorecendo a recuperagdo de muitos artigos
relacionados a esses microrganismos (Figura 4).

Como critério de busca, foi o utilizado o item “Topico” da WoS, que procura
automaticamente pelas palavras-chave de interesse nos resumos, titulos e palavras-chave dos
documentos. A busca foi realizada abrangendo o periodo completo de publicacdo da base de
dados até o ano mais recente, portanto de 1945 a dezembro de 2020. Apds a busca foi
realizada a leitura dos resumos dos artigos recuperados, selecionando-se apenas artigos
originais e excluindo-se artigos de revisdao, bem como os trabalhos relacionados a grupos
taxonémicos que ndo correspondessem ao grupo das plantas. Como néo foi definido um

idioma para a busca, a WoS resgata todos os artigos relacionados ao tema que possuam pelo
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menos o resumo em inglés. Os trabalhos de reviséo foram desconsiderados, pois o intuito da
busca era encontrar aplicacGes praticas de DNA barcoding no estudo das plantas (Figura 4).

LEVANTAMENTO DE DADOS ANALISES
[ Busca ‘ ﬁ
' -

‘ Critérios de Inclusao ’

“Dibliometrix

- Artigos originais
relacionados a
aplicacao de DNA
barcoding em plantas

Palavras-chave = Tépico da WoS Categorizacao

“Genes codificadores de proteinas” OR Desenvolvimento/metodologia

“Genes de tRNA” OR” nuITS1” OR > Periodo: 1945-2020 Ecologia

“nulTS2” OR “DNA barcoding” OR Filogeografia

“barcoding” OR “DNA barcode” OR Genética Forense
“barcode” OR “metabarcoding” Taxonomia

.

N . Critérios de Exclusao
Excluidas as regides

“4.53‘”, “5S”, “16S”
e “2358”

-> Artigos de revisdo
-> Demais grupos
taxondmicos

Figura 4. Representacdo das etapas de levantamento e refinamento para obtencdo do conjunto de
dados de estudos com aplicagdo de DNA barcoding no estudo de plantas e as respectivas etapas de
analise cienciométrica e de categorizacdo. Dentro da etapa “Levantamento de dados”, as setas em
vermelho representam os critérios de exclusdo adotados, enquanto a seta verde representa os critérios
de incluséo.

A partir do conjunto de dados obtido, foram realizadas andlises estatisticas
descritivas, conduzidas a partir do pacote Bibliometrix v. 3.0.4 (Aria & Cuccurullo, 2017),
implementado no programa R v. 4.0.2 (R Core Team, 2020). Esse pacote importa dados de
plataformas como a WoS, tornando possivel a descricdo das tendéncias da producao
cientifica de interesse. Para tanto, o input do arquivo de dados foi exportado em formato
bibtex (.bib) (Figura 4).

Do conjunto final de dados foram obtidos: i) 0 nimero total de publicagdes; ii) 0 ano
da primeira publicacdo; iii) a quantidade de periodicos que publicaram e a verificacdo das
zonas da Lei de Bradford (Bradford, 1961), com base na frequéncia de ocorréncia dos
documentos sobre os periddicos; iv) a média de citacfes por documento; v) o nimero de
artigos por autor; vi) os autores mais produtivos; vii) a producao dos principais autores ao

longo do tempo; viii) a produtividade dos autores avaliada com base no indice h, que trata-
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se de uma medida de relevancia que leva em consideragdo o niumero de publicagdes por autor
e 0 nimero de citacbes por documento (Hirsch, 2005); ix) produtividade cientifica estimando
a Lei de Lotka (Lotka, 1926), através da frequéncia de publicacdo dos autores; e Xx) as
publicacBGes mais citadas.

Periddicos com maior publicacdo de artigos sobre determinado assunto tendem a
estabelecer supostamente um nucleo de qualidade superior e maior relevancia, de forma que
0s artigos iniciais de um determinado assunto sdo submetidos a um namero restrito de
periddicos. Com o aumento de interesse sobre 0 assunto e seu respectivo desenvolvimento,
torna-se possivel o estabelecimento de outros nucleos de periddicos segundo a produtividade
na area de interesse, constituindo-se nesse contexto um conjunto de trés zonas segundo a Lei
de Bradford, cada qual com um terco do total de artigos relevantes. A primeira zona contém
um pequeno namero de periddicos altamente produtivos, a segunda contém um numero
maior de periédicos menos produtivos, enquanto a terceira zona inclui um volume ainda
maior de periddicos com reduzida produtividade. Assim, por meio da medida da
produtividade dos periddicos, é possivel estabelecer o nlcleo e as areas de dispersédo (zonas)
sobre determinado assunto em um mesmo conjunto de periodicos (Bradford, 1961; Junior et
al., 2016).

Segundo a Lei de Lotka, o nimero de autores que fazem “n” contribui¢des em um
determinado campo cientifico é aproximadamente 1/n2 daqueles que fazem apenas uma
contribuicdo, sendo que que a propor¢do daqueles que fazem apenas uma contribuicédo é de
aproximadamente 60% (Lotka, 1926). De modo geral, pode-se afirmar que a Lei de Lotka
estd fundamentada na premissa basica de que grande parte da producdo cientifica se
concentra nas pesquisas de poucos autores e que um pequeno nimero de autores produz mais
sobre 0 assunto em estudo. A sua aplicabilidade € verificada na avaliacdo da produtividade
de pesquisadores, na identificacdo dos centros de pesquisas mais desenvolvidos e no
reconhecimento da solidez de uma area cientifica. Quanto mais so6lida estiver uma ciéncia,
maior a probabilidade de seus autores produzirem maltiplos artigos em um dado periodo do
tempo (Alvarado, 2002).

Para analisar a estrutura da ciéncia em estudos utilizando DNA barcoding em plantas,
foi gerada uma analise de rede colaborativa entre autores. Um grafico de trés campos foi
gerado para visualizar as relacdes entre os 10 principais autores, as 10 palavras-chave mais
utilizadas e os 10 periddicos que mais publicaram, também usando o Bibliometrix v. 3.0.4
(Aria & Cuccurullo, 2017).
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4.2 Categorizagao

A partir da leitura dos resumos dos artigos selecionados, foram sintetizadas
informacgdes sobre o uso e/ou aplicagdo da técnica no estudo de plantas, a partir da
categorizacao dos documentos, nas seguintes areas do conhecimento: Descricdo/delimitacédo
de espécies, Desenvolvimento/metodologia, Ecologia, Genética Forense. Vale ressaltar que
0 mesmo artigo poderia ser inserido em mais de um grupo tematico, dependendo do escopo
(Figura 5).

Uso/aplicagio
(Hollingsworth et al., 2011; Kress, 2017)
DESCRICAO/DELIMITACAO DESENVOLVIMENTO/
DE ESPECIES METODOLOGIA S

* Delimitagdo taxonomica * Bibliotecas de referéncia + Montagem de comunidade
* Identificacdo de espécies; para espécies de interesse + Relago entre espécies

* Levantamento » Validacdo de marcadores

taxonomico/inventario * Protocolos diversos
GENETICA FORENSE

* Biosseguranga e saude publica

» Identificagdo de espécies
invasoras

* Monitoramento de produtos
comerciais

» Trafico de espécies ameagadas

Figura 5. Proposta de categorizacéo dos artigos com base nas informagdes sobre uso e/ou aplicagdo
da técnica de DNA barcoding no estudo de plantas.

Conforme descricdo de aplicacdes da técnica de DNA barcoding nos estudos de
plantas, em artigos de referéncia, como Hollingsworth et al. (2011) e Kress (2017), foram
estabelecidos 0s seguintes critérios para categorizagdo: i) em “Descri¢ao/delimitacao de
espécies”, foram considerados trabalhos com foco em delimitagdo de espécies em grupos
complexos, estabelecimento de filogenias, identificacdo de espécies de interesse,
relacionadas a estudos farmacologicos e bioquimicos e o estabelecimento de inventario
botadnico em regides de interesse como parques e reservas; ii) em “Desenvolvimento/
metodologia”, foram alocados os estudos destinados ao desenvolvimento de bibliotecas de

referéncia para espécies de interesse, bem como trabalhos que descrevem protocolos
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diversos, relacionados ao aprimoramento da utilizacdo da técnica de DNA barcoding em
plantas e o teste de regides propostas como marcadores; iii) para a categoria “Ecologia”,
foram considerados estudos de montagem de comunidades de plantas, bem como os estudos
de compreensdo de relacdes ecoldgicas estabelecidas entre animais e plantas; iv) para
“Genética Forense”, foram considerados estudos de biosseguranca e/ou monitoramento de
produtos comerciais de origem vegetal, além de estudos para identificacdo de espécies
invasoras e monitoramento de espécies ameacadas.

Desde a implementacdo das tecnologias do Sequenciamento de Alto Rendimento, o
uso de metabarcoding como uma ferramenta de biodiversidade tem atraido imenso interesse
(Creeretal., 2016). A utilizacdo de metabarcoding se baseia nos mesmos dados de referéncia
qgue o DNA barcoding, mas permite a identificacdo virtual de diferentes taxons dentro de
uma amostra ou em amostras mistas (Dormontt et al., 2018). Pensando nisso, além da
categorizacdo geral da producdo do conjunto de dados com base no uso e/ou aplicacdo da
técnica de DNA barcoding no estudo de plantas, também foi descriminada a producéo de

trabalhos tanto DNA barcoding ou metabarcoding em cada categoria.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise Cienciométrica

Um total de 1.897 artigos originais foram recuperados, dos quais 1.073 estavam de
acordo com os critérios de filtragem. Como o primeiro artigo sobre o tema foi publicado
apenas em 2005, as analises contemplaram um periodo de 16 anos (de 2005 a 2020).
Conforme resumo das principais informacdes sobre os dados apresentados na Tabela 2, 0s
artigos foram publicados em 309 periodicos, com uma média geral de publicacdo por ano de
5,21 e média de citacGes para todos os documentos de 21,67. Cerca de 2.550 palavras-chave
diferentes foram utilizadas nos estudos relacionados a DNA barcoding em plantas (Tabela
2).

Tabela 2. Descrigdo geral das principais informag6es encontradas na busca realizada no banco de
dados da Web of Science.

Descrigdo Resultados
Periodo 2005-2020
Documentos 1.073
Periddicos 309
Média de publica¢des por ano 5,21
Meédia de citagdes por documentos 21,67
Palavras-chave do autor 2.550
Autores 3.747
Aparicoes do autor 5.728
Documentos de autoria Gnica 16
Média de documentos por autor 0,29
Média de autores por documento 3,49
Coautores por documento 5,34

A producéo cientifica apresentou variacdo ao longo da janela de tempo considerada
(2005-2020), mas sempre com uma tendéncia crescente de trabalhos publicados, com
destaque para os ultimos cinco anos que comportam o maior indice de publicagdes,
correspondendo a 67,8% do total (Figura 6A). Vale destacar o fato de que existem
publicacdes em todos o0s anos no espaco de tempo considerado. Observa-se que 0 ano com
maior media global de citacGes por documento (2005) (Figura 6B) ndo coincide com o ano
de maior publicagdo (2019) (Figura 6A). O ano de 2005 apresenta a maior média global de
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citagdes por documento, com somente um documento sobre a tematica publicado (Figura
6B).

O primeiro trabalho publicado e o mais citado globalmente sobre a aplicacdo de DNA
barcoding no estudo de plantas foi produzido por Kress et al. (2005). No artigo, o autor
sugere regides alternativas (ITS e trnH-psbA) ao gene COI para o estudo em plantas, visto
que essa regido mitocondrial ndo é apropriada para a maioria das espécies de plantas por
apresentar estrutura instavel, baixa taxa de substituicdo de nucleotideos e divergéncias das
regides codificantes para este gene entre familias de plantas com flores (angiospermas). Este
trabalho tem grande destaque por ser pioneiro na busca de novas regiGes para serem
utilizadas como barcode, considerando as possibilidades encontradas nos genomas nuclear

e plastidial nas plantas, o que justifica sua citacdo como referéncia global para o tema.
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Figura 6. Estudos encontrados utilizando a técnica de DNA barcoding em plantas, considerando uma janela de tempo de 16 anos (2005-2020). A) Producao
anual de documentos, considerando a janela de tempo de 2005-2020. B) Média global de citagdes do conjunto de documentos produzidos dentro de cada ano,
considerando a janela de tempo de 2005-2020.
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A organizagdo do conhecimento cientifico foi resumida em um gréfico de trés
campos no qual é possivel visualizar as relagGes entre os 10 principais autores, as 10
palavras-chave mais utilizadas e os 10 periddicos mais relevantes (Figura 7). A partir
desse grafico, é possivel constatar que a producéo cientifica se concentra na utilizacao
das regiGes mais recorrentes como marcadores e seu papel na identificacdo de espécies
de interesse, visto que “matK”, “trnH-psbA”, rbcL”, “ITS2” estdo entre as palavras-
chave mais utilizadas em periodicos que se destacam por serem generalistas. Diante
destas contatacdes é possivel sugerir que a técnica e DNA barcoding em plantas vem
sendo utilizada para identificacdo de espécies de interesse para diversos fins (usos e/ou

aplicacoes).

malecular ecalogy resources

chens L
= ; - shtotaa |
-
H - - -

— = " > -
- - 3 o

ot = S : | o g

< s K — -" P itz of systematics and evolution

-~

N P : W A
li - — r o P ‘,’,. = V/‘ 7

T xg S s
Ji 2" A - o> z’k -
juy < T -

dna barcoce -

zenetics and malecular research

- "‘\,/. /’ - "‘

| - Ay T N ™
= - — " ¥ \ ~ L
. .- - e - derntifeztion et Ce
- " pp n pakistan journsi of batany

-

- -
=2 - frontiersinplant scisnce
- - .

- i . - peer
zhangy erylzzeny - |
W = —— |

Figura 7. Gréfico de trés campos apresentando a relacdo das 10 palavras-chave mais utilizadas
pelos 10 autores que mais publicaram e os respectivos 10 periddicos de maior relevancia para
producdes na area de DNA barcoding em plantas.

Os autores mais relevantes, com base no nimero de publicacfes com seus
respectivos indices h, foram os chineses: Shilin Chen (n = 37; h = 18); Jingyuan Song
(n=25; h=18) Hui Yao (n = 25; h = 13). Esses autores apresentam como caracteristicas
em comum, serem colaboradores entre si e pertencerem, a0 mesmo pais e a mesma
instituicdo de pesquisa a Chinese Academy of Sciences/Peking Union Medical College.
As instituicdes de afiliacdo mais relevantes também sdo as chinesas, Peking Union
Medical College e Chinese Academy of Sciences, e juntas lideram a medicina moderna

no pais ha mais de um século, produzindo educacgéo e pesquisa de impacto mundial,
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assumindo a responsabilidade de assessorar o governo chinés nas reformas essenciais
da saude e da educacdo médica (Tabela 3) (Fonte: http://english.cams.cn/index.html).
O artigo de Chen et al. (2010) € um exemplo de estudo realizado em colaboracéo
entre os trés autores mais relevantes ja citados anteriormente (Tabela 3). Nele, sdo
comparadas sete regides candidatas como DNA barcode em espécies de plantas
medicinais (psbA-trnH, matK, rbcL, rpoC1, ycf5, ITS2 e ITS). Foram incluidos como
critérios de classificacdo: a eficiéncia na amplificacdo, divergéncias intra e
interespecificas e as lacunas no codigo de barras. A regido ITS2 representou a maior
adequacdo para ser utilizada como codigos de barras, sendo sua capacidade de
discriminacdo testada em mais 6.600 amostras de plantas, pertencentes a 4.800 espécies
de 753 géneros distintos, com uma taxa de identificacdo bem-sucedida de 92,7% em

nivel de espécie (Chen et al., 2010).

Tabela 3. Ranking dos 10 autores que mais publicaram sobre aplicagdo de DNA barcoding em
plantas, relacionados aos respectivos: indice h, pais de origem e instituicdo de filiacéo.

Ranking Autores Artigos  Indice h Pais Instituicdo
1 Chen, SL 37 18 China
. Chinese Academy of Sciences/Peking
2 song, J 25 18 China Union Medical College
3 Yao, H 25 13 China
4 Liu, J 24 10 China Kunming Institute of Botany
5 Liu, Y 21 9 China  Chinese Academy of Sciences/Peking
6 Li, Y 20 10 China Union Medical College
7 Madesis, P 19 11 Grécia  Avristotle University of Thessaloniki
8 Li, J 18 8 China Key Laboratory of Bio-Resources and

Eco-Environment
9 Newmaster, SG 18 15 Canada University of Guelph

Chengdu University of Traditional

10 Zhang, Y 18 6 China Chinese Medicine

Vale ressaltar que os autores mais citados globalmente sdo Steven G. Newmaster
(633 citagdes); David L. Erickson (471 citages) e Walter Jhon Kress (452 citagdes)
(Figura 8) e, apesar de serem autores de referéncia, sdo caracterizados por produgdes
sazonais, ndo produzindo com certa constancia. Newmaster € um botanico canadense
especializado em diversidade vegetal, plantas medicinais e taxonomia molecular. Seu

laboratério de pesquisa esta situado no Center for Biodiversity Genomics (CBG) no
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Biodiversity Institute of Ontario. (Fonte: https://www.uoguelph.ca/ib/newmaster).
Erickson é especializado em genética e evolucdo e atualmente lidera o laboratorio
DNA4, fundado em 2015 com o objetivo de fornecer a industria de alimentos e
medicamentos o que ha de mais moderno em servigos gendémicos e de bioinformatica,
com foco na identificacdo de espécies e validacdo de produtos (Fonte:
https://www.dnadtech.com/about/). O botanico norte americano Kress é o curador de
botdnica do Museu Nacional de Historia Natural de Smithsonian, localizado em
Washington DC. Atualmente, seu foco de pesquisa € gendémica da biodiversidade e
conservacdo (Fonte: https://arboretum.harvard.edu/people/w-john-kress/).  Kress
produziu trabalhos significativos aplicando a técnica de DNA barcoding em plantas,
inclusive em parceria com Erickson, e ambos se dedicam a diversos estudos botanicos
e colaboram com inUmeros paises. De maneira geral, os trés autores contribuiram com
os primeiros trabalhos relacionados a aplicacdo da técnica de DNA barcoding no estudo
de plantas. No entanto, constata-se uma sazonalidade de autoria, ao observar o baixo
nimero de publicacdes e a distribuicdo esparsa dessa producdo ao longo do tempo,
considerando Newmaster, o Unico autor dentre os trés que aparece no ranking (Figuras
8e9).

NEWMASTER SG |1 633
ERICK SON DL | 47 |
KRESS W] I —— 452
FAZEKAS Al I 426
YAOH I 336
LIU C e — 37 1
SONG ] | —— 339
HAJIBABAEI M | — 32 1

CHEN S I —— 307

ZHUY | 305

Autores

0 100 200 300 400 500 600 700
Citacoes

Figura 8. Ranking dos 10 autores mais citados globalmente, considerando as publicacfes sobre
a técnica de DNA barcoding em plantas.
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Figura 9. Distribuicdo da produtividade dos autores mais relevantes sobre a aplicacéo da técnica
de DNA barcoding em plantas, ao longo da janela de tempo (2005-2020). O tamanho e a
intensidade da cor de cada circulo representam a quantidade de publica¢fes e numero de citagfes
por ano em determinado periodo, respectivamente.

Cerca de 79,2% dos autores produziram apenas um artigo relacionado ao tema,
enquanto 90% dos autores produziram até dois artigos (Figura 10). Esses dados validam
as médias descritas na Tabela 2, uma vez que a média de documentos por autor (0,29) é
menor que a média de autores por documento (3,49). A média de autores por documento
também explica o nimero de coautores por documento (5,34) e 0 baixo nimero de
documentos com autoria Unica (16). A produtividade dos autores se adequa a Lei de
Lotka, uma vez que o conjunto de dados (linha azul) apresenta aderéncia quando
considerado o esperado para a Lei de Lotka (linha laranja pontilhada), sugerindo que a
maior parte do conhecimento cientifico sobre a aplicacdo de DNA barcoding em estudo
de plantas € produzida por um pequeno nimero de autores, visto que a maioria destes
participa de estudos pontuais envolvendo o tema.

Shilin Chen, Jingyuan Song e Hui Yao, respectivamente os trés autores de maior
relevancia, segundo o indice h, mantiveram um nivel de produtividade continuo ao
longo do tempo (Figura 9), enquanto os demais autores apresentaram diferentes niveis
de sazonalidade, o que reforga o constatado pela Lei de Lotka, uma vez que a maior
parte do conhecimento cientifico, referente a aplicacdo de DNA barcoding em plantas,
estd concentrada em determinados autores. Tais observacfes nos levam a hipdtese de
uma tendéncia de fortificacdo da comunidade cientifica em relacdo a essa temaética,

considerando os ultimos 10 anos, com destaque para a China.
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Figura 10. Representacdo da Lei de Lotka envolvendo a produtividade dos autores com relagéo
a pesquisas sobre aplicacdo de DNA barcoding em plantas. A linha pontilhada laranja representa
0 modelo esperado para a Lei de Lotka enquanto a linha azul demonstra o comportamento do
conjunto de dados considerado.

Os paises que apresentaram a maior frequéncia de artigos publicados foram
China (1.479), EUA (392) e india (322) (Figura 11). Os paises que apresentaram maior
relevancia em nimero de citacdes foram China (6.924), EUA (4.271) e Canada (1.788)
(Tabela 4). Durante a Terceira Conferéncia Internacional para o Barcode of Life, 0
CBOL PWG convocou a comunidade internacional de pesquisadores envolvidos nesse
processo, para que, em um esforco coletivo, conseguisse avaliar melhor os codigos de
barras propostos até aquele momento, dentro dos 18 meses subsequentes, a fim de
encontrar um barcode padrdo que fosse consenso para todos os grupos de plantas
(CBOL, 2011).

Em resposta a esta solicitacdo, a China mobilizou os principais grupos de
pesquisa do pais para que pudessem colaborar, utilizando como fonte de estudo a sua
prépria megadiversidade boténica. O pais abriga, em seu territério, quatro dos 34
hotspots globais de biodiversidade reconhecidos (montanhas da Asia Central, os
Himalaias, a regido Indo-Miamar e as montanhas do sudoeste do pais), além de ser o
centro de distribuicdo de muitos géneros endémicos, de regies de clima temperado, e
abrigar florestas Unicas (Li, 2008; Raven, 2011). O projeto chinés envolveu 46 grupos
de pesquisa de 17 institui¢cGes e Universidade do pais, todos com longa experiéncia em
taxonomia e extensas colecdes de materiais vegetais (CBOL, 2011). Todo o esforco

coordenado pela China é de grande importancia global e reflete nos parametros de
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producdo cientifica analisados, se destacando pelo nimero de autores e instituicdes mais
relevantes, por exemplo (Tabela 4). O Canadé aparece como um dos paises mais citados
(Tabela 4), visto que Paul Hebert, pesquisador filiado a Universidade de Guelph,
publicou o trabalho pioneiro de utilizacéo da técnica de DNA barcoding na expectativa
de criar uma metodologia de identificacdo sustentdvel, como complementar ao
diagnostico de espécies da taxonomia tradicional. Hebert et al. (2003) estabeleceram o
gene mitocondrial do citocromo oxidase | (COI), como nucleo de um sistema de
bioidentificacdo global para animais. Desde entdo, 0 uso da técnica ndo se restringe
apenas ao estudo de animais e ndo apenas como alternativa a taxonomia cléssica, sendo
também aplicada nas mais diferentes areas como Sistematica Molecular, Genética

Forense e Ecologia (Hollingsworth et al., 2011; Kress et al., 2017).

Niimero de
documentos

Figura 11. Frequéncia da producéo cientifica mundial relacionada a aplicacdo da técnica de
DNA barcoding em plantas com destaque para China (1.479 artigos publicados), Estados
Unidos (392 artigos publicados) e india 332 (artigos publicados).
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Tabela 4. Ranking dos paises com maior nimero de publica¢des e que apresentaram maior
relevancia quanto ao nimero de citagGes sobre a aplicagdo de DNA barcoding em plantas.

Ranking Pais Frequéncia | Ranking Pais Total de citacGes
1 CHINA 1.479 1 CHINA 6.924
2 EUA 392 2 EUA 4.271
3 INDIA 322 3 CANADA 1.788
4 REINO UNIDO 165 4 REINO UNIDO 1.492
5 CANADA 158 5 FRANCA 1.456
6 TAILANDIA 149 6 INDIA 872
7 COREIA DO SUL 130 7 ITALIA 709
8 ITALIA 125 8 ALEMANHA 530
9 ALEMANHA 117 9 AUSTRALIA 416
10 FRANCA 115 10 HOLANDA 410

A partir do ranking de 10 documentos mais citados localmente (dentro do
conjunto de dados), observa-se um numero variavel de citacdes, apresentando um
minimo de 78 e méaximo de 413 citacdes, dentro do periodo considerado (Figura 12). Os
artigos mais citados sdo, em geral, 0s que mais contribuiram para trabalhos posteriores,
pois sdo alguns dos estudos considerados pioneiros, oferecendo embasamento para 0s
posteriores. Os trés primeiros trabalhos apresentam propostas gerais de regides do
genoma plastidial e nuclear que demonstraram grande potencial para identificacdo e

delimitacdo de espécies (Figura 12).

KRESS WJ, 2007, PLOS ONE 4413
FAZEKAS AJ, 2008, PLOS ONE E d219

YAOH, 2010, PLOS ONE s 149
HOLLINGSWORTH ML, 2009, MOL ECOL RESOUR [ 146
TABERLET P, 2007, NUCLEIC ACIDS RES S 143
NEWMASTER SG, 2008, MOL ECOL RESOUR | 128
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SASS C, 2007, PLOS ONF e | 1§
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GAO T, 2010, ] ETHNOPHARMACOL e 83
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Figura 12. Ranking dos 10 trabalhos mais citados dentro do conjunto de dados sobre aplicagéo
de DNA barcoding em plantas, considerando a janela de tempo de 2005-2020.
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O trabalho mais citado dentro do conjunto de dados considerado para este estudo
foi o de Kress et al. (2007), que testa um sistema de codigo de barras global
(respectivamente: oito regides plastidiais trnH-psbA, rbcL-a, rpoC1, rpoB2, accD, ycf5,
ndhJ, matK e uma nuclear ITS1), avaliando a sua universalidade e grau de divergéncia
de sequéncia, em pares e em conjunto em uma amostra filogeneticamente diversa de 48
géneros. Foi constatado que nenhum loco Unico poderia discriminar entre as espécies,
mas a porcentagem de discriminacdo aumentou quando se associou trnH-psbA a regido
codificadora rbcL-a. A regido rbcL-a fornece uma forte ancora de reconhecimento
colocando um espécime ndo identificado dentro de uma familia, género e as vezes
espécie, enquanto trnH-psbA estreita ainda mais a identificacdo correta, especialmente
em géneros de angiospermas ricos em espécies (Kress et al., 2007).

O segundo trabalho mais citado foi o de Fazekas et al. (2008), que compara oito
regides plastidiais (rpoB, rpoC1, rbcL, matK, 23S, trnH-psbA, atpF-atpH e psbK-psbl)
e uma regido mitocondrial, testando o poder de discriminar a monofilia de 92 espécies
em 32 géneros diversos de plantas terrestres. Este trabalho destaca a importancia de se
trazer maior atencdo as questdes praticas relacionas a facilidade de recuperacdo de
sequéncia, facilidade e confiabilidade no alinhamento global e redundancia de
marcadores em sistemas de codigos de barras multilocos para plantas (Fazekas et al.,
2008).0 terceiro trabalho mais citado, de Yao et al. (2010), caracteriza a regido 1TS2 do
DNA ribossdmico nuclear como uma grande candidata, uma vez que possui uma série
de caracteristicas valiosas, como a disponibilidade de regiGes conservadas para projetar
primers universais, além da facilidade de amplificacdo e variabilidade suficientes para
distinguir até mesmo espécies estreitamente relacionadas. Neste trabalho, foram
observadas taxas de sucesso de identificacdo para dicotileddneas, monocotiled6neas,
gimnospermas, samambaias e musgos, de: 76,1%, 74,2%, 67,1%, 88,1% e 77,4%,
respectivamente (Yao et al., 2010).

Os periddicos que apresentaram maior destaque em relagdo ao numero de artigos
publicados, com os respectivos valores de indice h, foram: PLOS ONE (n = 103; h =
38), Molecular Ecology Resources (n = 52; h = 30), Scientific Reports e Journal os
Systematics and Evolution (com n = 32 e n = 24, respectivamente e h = 14 para ambos).
Além de ser a revista que mais publicou trabalhos relacionados ao assunto e a que
apresenta maior indice h, a Plos One também é o periddico mais citado, com 3.653

citacOes (Tabela 5).

47



O periddico Plos One se destacou dentre os demais, publicando praticamente o
dobro de documentos da segunda colocada Molecular Ecology Resources (Tabela 5).
Trata-se de uma revista cientifica norte americana, multidisciplinar e de acesso aberto,
que tem publicado artigos desde 2006 pela editora PLoS (Public Library of Science),
exclusivamente online e que cobre principalmente pesquisas basicas nas areas de
Ciéncias e Medicina (Fonte: https://plos.org/about/). Vale salientar que alguns desses
periddicos, como a Plos One, Scientific Reports e PEERJ, podem ser classificados como
generalistas visto que ndo apresentam uma area de interesse especifica de publicacao, o
que sugere que o tema sobre aplicacdo de DNA barcoding em plantas é de interesse
geral da comunidade cientifica e ndo apenas de grupos especificos de pesquisa.

Tabela 5. Ranking dos 10 periddicos de maior destaque em relagédo ao niumero de documentos
publicados, niumero de citacOes e indice h.

Ranking Periddicos pul\tl)ll:lir:ai;%oeg((en) Ngigzgc;scje indice h
1 Plos One 103 3.653 38
2 Molecular Ecology Resources 52 1.765 30
3 Scientific Reports 32 475 14
4 Genetics and Molecular Research 27 135 9
5 Journal of Systematics and Evolution 24 435 14
6 Phytotaxa 21 98 4
7 Frontiers in Plant Science 19 275 11
8 Molecules 16 116
9 Pakistan Journal of Botany 16 87
10 PeerJ 16 55

A Lei de Bradford prevé a divisdo do numero total de artigos que compdem o
conjunto de dados considerado, em trés zonas com tamanhos equivalentes. Essas zonas,
por sua vez, correspondem aos periddicos que abrigam o0s artigos segundo o assunto de
interesse. Como o numero total de artigos do presente estudo (1.073) ndo retorna
nameros inteiros quando dividido por trés, as zonas ndo contemplaram o mesmo nimero
de artigos. A partir dessa Lei, os artigos foram organizados nas seguintes zonas: Zona
1, com 355 documentos, divididos em 12 periddicos; Zona 2, com 366 documentos,
distribuidos em 52 periddicos e, por fim; a Zona 3, que engloba 352 documentos,

distribuidos em 245 periddicos diferentes (Figura 13).
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A Zona 1 apresenta uma maior quantidade de documentos concentrados em uma
pequena quantidade de periodicos, destacando-se: Plos One, Molecular Ecology
Resources, Scientific Reports, revistas que mais produziram e apresentam indice h mais
relevante (Figura 14). A Zona 2 apresenta aumento, tanto na frequéncia de documentos
produzidos, quanto no nimero de revistas, enquanto a Zona 3 apresenta uma queda na
frequéncia de documentos, porém um aumento significativo de periodicos. O aumento
do numero de periddicos que produzem documentos relacionados com o tema
demonstra que areas de interesse diferentes estdo aplicando a técnica de DNA barcoding

em plantas para os mais diferentes fins (Figura 14).

Zona3
352 documentos

245 periddicos

Figura 13. Representagdo esquematica da Lei de Bradford em que periddicos sdo agrupados
por zonas, que condensam maior nimero de documentos especializados considerando a tematica
estudada.
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Figura 14. Lista de periddicos pertencentes a Zona 1 segundo a Lei de Bradford, que
apresentaram a maior numero de publicagdes sobre a tematica estudada.

Diferentemente da aplicagdo da técnica em animais, que conseguiu Sucesso

utilizando o gene COI para a grande maioria dos grupos taxonémicos, nas plantas nao

existe um marcador consenso Unico. Desse modo, normalmente sdo utilizados multiplos

marcadores para oferecerem as respostas desejas para cada tipo de estudo (CBOL, 2009;

CBOL, 2011). Tal fato justifica a citacdo de mais de um marcador como palavra-chave

pelos autores (Tabela 6).

Tabela 6. Ranking das 10 palavras-chave mais usadas pelos autores em publicagdes
relacionadas a aplicacdo da técnica de DNA barcoding no estudo de plantas.

Ranking Palavras-chave Ocorréncia
1 DNA barcoding 336
2 rbcL 128
3 matK 121
4 DNA barcode 84
5 ITS2 80
6 Identification 69
7 ITS 67
8 trnH-psbA 59
9 Phylogeny 54
10 Species identification 53
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As palavras-chave podem estar presentes em mais de um documento,
relacionando-se entre si (Figura 15). O tamanho das palavras demonstra aquelas que
foram mais usadas e as linhas representam aquelas que estdo relacionadas em um mesmo
documento. Pode-se observar que o nome das principais regides utilizadas como
marcadores aparecem juntas nos mesmos documentos com destaque para: rbcL e matK,
regides consideradas centrais na aplicacdo da técnica de DNA barcoding no estudo de
plantas (Figura 15) (CBOL, 2009).

rbel matk

phylogeny

dna barcode trnh-psba

dna barcoding

identification
its2

Figura 15. Rede de coocorréncia das palavras-chave empregadas pelos autores em artigos
relacionados com a aplicagdo de DNA barcoding em plantas.

Na rede de colaboracéo entre os 30 principais autores pode-se observar uma rede
maior que agrupa cinco clusters representados em marrom, vermelho, azul, lilas e
laranja representando autores de diversas nacionalidades e um cluster verde isolado,
formado por autores europeus (Figura 16). Observa-se que a colaboracdo entre 0s
autores asiaticos € intensa, principalmente a partir de 2010, ano em que a producao de
documentos na China se torna significativa ao longo do tempo (como observado na
Figura 9). Ligados a essa rede maior formada por autores asiaticos (clusters marrom,
vermelho, azul, lilas), aparecem autores canadenses (em laranja) filiados a mesma
instituicdo (Universidade de Guelph), que publicam ha bastante tempo sobre o tema e
colaboram, de forma continua, tanto entre si como em trabalhos com os principais

pesquisadores da China, com uma pausa a partir de 2018 (Figura 9).
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Figura 16. Rede de colaboracdo entre os 30 principais autores de diferentes nacionalidades
quanto a producdo relativa a aplicacdo de DNA barcoding no estudo de plantas.

5.2 Categorizagao

Apos a leitura dos 1.073 resumos, os documentos foram categorizados em cinco
grupos quanto ao uso e/ou aplicacdo da técnica. As areas com maior producao foram,
respectivamente: Descricdo/delimitacdo de espécies (545 artigos), Genética Forense
(275), Desenvolvimento/metodologia (163), Ecologia (90), sendo que 75 artigos foram

categorizados em até dois grupos diferentes (Figura 17).

= Descricio/delimitacio de espécies = Genética Forense

= Desenvolvimento/Metodologia Ecologia

Figura 17. Usos e/ou aplicacdes atribuidos aos 1.073 artigos, encontrados na Web of Science,
relacionados a estudos com DNA barcoding em plantas.
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Embora inicialmente proposta como uma técnica “alternativa” a taxonomia
classica, principalmente no que tange a descri¢do de espécies ainda ndo reconhecidas
pela Ciéncia (Hebert et al., 2003; Hebert et al., 2005), o que se observa ao longo do
tempo é a aplicacdo de DNA barcoding no estudo de plantas para resolucéo de questfes
bioldgicas cada vez mais especificas (Kress, 2017). Os trabalhos agrupados na categoria
de maior destaque (Descricdo/delimitacdo de espécies) abordaram a delimitacdo de
espécies de grupos complexos através da associacao de dados morfologicos integrados
a analise de dados moleculares, bem como a certificacdo de espécies em colecGes de
herbarios e de espécies com propriedades bioquimicas de interesse que precisam passar
por confirmacgdo taxondmica e, por fim, a realizacdo de inventéarios taxondmicos em
areas de preservacao, por exemplo.

Trabalhos utilizando DNA barcoding para fins forenses ocuparam a segunda
posicdo de destaque (Figura 17), e tem como foco biosseguranca e satde publica a partir
do monitoramento de produtos comerciais, como a autenticacao de fitoterapicos, plantas
de uso medicinal e alimenticio, amplamente utilizadas na cultura de paises asiaticos
como China (Alter, 2005), principalmente como tratamento médico alternativo. Nesta
categoria, também se destacam os trabalhos que envolvem o monitoramento do trafico
ilegal de espécies ameacadas de extinc¢do e identificacdo de espécies invasoras.

Na categoria Desenvolvimento/metodologia foram inseridos trabalhos de
desenvolvimento de bibliotecas de sequéncias de referéncia para espécies com algum
interesse (econdmico, ecolégico, etc.), que ainda ndo possuem informacdes de
sequenciamento disponiveis, trabalhos em que sdo realizados testes de amplificacéo de
regibes ja disponiveis, protocolos de identificacdo de material processado e
sequenciamento de genomas plastidiais completos para desenvolvimento de marcadores
barcode ou serem utilizados como super barcode.

A categoria Ecologia agrupa trabalhos em que a técnica € utilizada para acessar
informacdes sobre redes de interacdo entre espécies, através da analise da dieta de
herbivoros e insetos polinizadores, utilizando, em muitos casos, marcadores para
metabarcoding, além de trabalhos com foco em montagem de espécies em comunidades
vegetais e determinacdo de habitats evolutivamente mais diversificados para
conservacao.

A necessidade de se obter informag6es genéticas para diversos fins, 0 avango da

tecnologia e outras demandas impulsionaram o desenvolvimento de novas metodologias
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de sequenciamento com melhor qualidade, menor custo, maior rapidez e maior
capacidade de geracdo de informacgOes, contribuindo para que a identificacdo de
espécies a partir de fragmentos de DNA e/ou genomas completos se tornasse possivel
(Goodwin et al., 2016). A partir de 2011, observa-se um aumento significativo na
producdo cientifica (Figura 18), que coincide com incentivos promovidos pelo CBOL
(2011), para estabelecimento de regiGes padrdo para o estudo de plantas, e com a
evolucdo das tecnologias de Sequenciamento de Alto Rendimento implementadas no
inicio dos anos 2000, a partir do desenvolvimento do Projeto Genoma Humano (Yang
et al., 2020).
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Figura 18. Magnitude da producdo cientifica por categoria de uso e/ou aplicacdo da técnica de
DNA barcoding no estudo de plantas ao longo da janela de tempo de 2005-2020.

O uso de marcadores baseados em DNA barcoding, para responder mais
diversas questfes bioldgicas no estudo de plantas, é crescente e esta presente em todos
os anos do periodo avaliado, com pico em 2019, contendo 139 artigos (Figura 19A). Ja
a utilizacdo de marcadores baseados em metabarcoding é mais recente, para o estudo
de plantas, sendo a primeira publicagdo realizada em 2013 (Figura 19B).

Vale destacar que o primeiro trabalho sobre aplicacdo de metabarcoding no
estudo de plantas buscou compreender como a fragmentacdo de habitats influencia na
plasticidade dietética de uma espécie ameacada de Iémure em Madagascar, utilizando
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amostras ambientais de fezes de 96 individuos e 0 marcador trnL (Quéméré et al., 2013).
Paralelo a este estudo, foi construido um grande banco de dados de referéncia de
espécies vegetais da regido. Além disto, este estudo também destaca o principal
uso/aplicacdo de metabarcoding na categoria Ecologia (estabelecimento de redes de
interacdo entre espécies), como pode ser observado na Figura 19D, enquanto a categoria
Descrigdo/delimitacdo de espécies € preponderante entre as categorias de aplicacdo de
DNA barcoding (Figura 19C).
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Figura 19. Numero de publicacfes de estudos em plantas, utilizando as técnicas de: A) DNA
barcoding e B) metabarcoding, ao longo (2005-2020). C) Categorizacdo dos estudos do banco
de dados, considerando o uso e/ou aplicacdo de DNA barcoding no estudo de plantas. D)
Categorizacdo dos trabalhos do banco de dados, considerando o uso e/ou aplicagdo de
metabarcoding no estudo de plantas.

Apesar da producdo global sobre o estabelecimento de um cddigo de barras
central para o estudo de plantas, bem como sobre a diversificacdo de seus
usos/aplicacdes apresentarem um continuum ao longo do tempo, ainda existem muitos
aspectos a serem considerados. A consolidacdo de uma biblioteca global efetiva de DNA
barcode de plantas e a adocdo de tecnologias de sequenciamento gendmico para um
fluxo de trabalho mais eficiente e econdmico, que viabilize a aplicacdo desses
marcadores de identificacdo genética em campos adicionais de empreendimentos

bioldgicos e comerciais, ainda sdo necessarias.
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6. CONCLUSAO

Neste estudo, foi possivel descrever as tendéncias do conhecimento com relagéo
a aplicacdo da técnica de DNA barcoding no estudo das plantas. Constatou-se que,
mesmo o Barcode of Life sendo pensado desde o inicio como um grande projeto de
colaboracdo mundial para gerar dados para identificacdo de espécies, a China é o pais
que mais vem se destacando tanto em produtividade quanto em incentivo as suas
organizac0es cientificas de forma continua.

De fato, p6de-se constatar ao longo deste trabalho, que a rede de colaboracéo
estabelecida entre os autores de destaque, em sua maioria chineses, é praticamente
restrita ao pais ou a poucos paises asiaticos, com foco em espécies de interesse social e
econémico nacional. Muito provavelmente este fato pode estar relacionado a falta de
lideranca do pais em projetos internacionais pioneiros. Ainda considerando a China
como pais de destaque, a maior parte dos trabalhos se concentraram na verificacdo da
autenticidade das espécies utilizadas na medicina tradicional chinesa, enquanto outras
aplicacGes deram mais atencdo a seguranca alimentar, inspecao e quarentena e controle
de pragas e espécies invasoras.

Quanto a categorizacdo, foi possivel verificar que a identificacdo de espécies
apresenta uma grande gama de aplicacGes, o que também pode ser confirmado pelo tipo
de periddicos predominantes. Estes podem ser classificados como generalistas, visto que
ndo apresentam uma area de interesse especifica de publicacdo, o que sugere gue o tema
sobre aplicacdo de DNA barcoding em plantas é de interesse geral da comunidade
cientifica e ndo apenas de grupos especificos de pesquisa.

As possibilidades de aplicacdo vém sendo ampliadas gracas ao desenvolvimento
das tecnologias de Sequenciamento de Alto Rendimento, abrindo portas para trabalhos
utilizando metabarcoding e consequentemente para aplica¢fes voltadas para estudos em
Ecologia, Evolugdo e Genética Forense.
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