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APRESENTAÇÃO

O E-book “Ciências Biológicas: Campo Promissor em Pesquisa 3” é 
composto por 32 capítulos. Nesse volume, são abordados distintos tópicos nas 
áreas de biotecnologia, citologia, genética, saúde humana, educação, importância 
de condições ambientais que as espécies estão inseridas, bem como, potenciais 
espécies invasoras que podem ser nocivas ao meio ambiente. No cenário atual de 
mudanças ambientais correntes e avanços tecnológicos é extremamente importante 
o uso adequado de técnicas em cada área. Interações entre espécies são difíceis 
de serem mensuradas na natureza. Mutualismo é um tipo de relação simbiótica 
essencial, em que ambos os organismos se beneficiam na relação. Estudos que 
abordam essa temática são muito relevantes para compreensão da relação de 
dependência ou não que os organismos estabelecem para se manterem em um 
determinado ambiente.

O E-book também traz capítulos que abordam estratégicas didáticas para 
alunos da educação básica e da graduação. O ensino de ciências precisa ser cada 
vez mais divulgado e exige interatividade e criatividade para seu sucesso em sala de 
aula, o uso de modelos confeccionados ou a própria produção de material manual 
pode auxiliar no aprendizado dos jovens.

O tema sobre saúde humana se encontra em pauta trazendo o uso de células 
tronco para recuperação do tecido lesionado por queimadura, esse é um avanço 
que pode ser continuadamente avaliado. Outro fator essencial associado a saúde 
humana é a manipulação de produtos altamente comercializáveis, como açaí na 
região amazônica, o qual sugere a pasteurização como tratamento térmico pelas 
indústrias produtoras.

As aplicações de técnicas adequadas de biotecnologia que envolvem transgenia, 
genética com a busca de marcadores e melhoramento genético e parasitologia 
são extremamente importantes para uso de produtos eficazes em diversas áreas.  
Adicionalmente, análises citogenéticas, histoquímicas e toxicológicas fornecem 
informações que são relevantes e inovadoras para contemporaneidade.

Convidamos os leitores a lerem os capítulos desse livro com muita atenção, 
e desejamos que cada conteúdo abordado aqui seja útil na vida acadêmica. A 
linguagem acessível e no idioma português facilita o acesso tanto para grupos de 
pesquisas como para jovens pesquisadores da área científica.

Excelente leitura!

José Max Barbosa de Oliveira Junior
Lenize Batista Calvão
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RESUMO: Informações sobre a variação 
genética de espécies nativas são fundamentais 
para o desenvolvimento de estratégias que 
possibilitem a domesticação e incorporação 
dessas espécies nos sistemas produtivos 
regionais. Neste contexto, o objetivo deste 
trabalho foi avaliar a diversidade genética 
em uma população de T. speciosum, com 
ocorrência natural, em um fragmento florestal 
urbano, localizado na cidade de Alta Floresta, 
MT, por meio de marcadores microssatélites. 
A pesquisa foi desenvolvida em um fragmento 
urbano, o Parque Municipal Zoobotânico no 
município de Alta Floresta, estado de Mato 
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Grosso. Para a caracterização da diversidade genética, foram amostrados 25 indivíduos 
de T. speciosum no fragmento. Os fragmentos de SSR foram analisados no programa 
GelQuantPro®. O programa Power Marker V.3.25, foi utilizado para a determinação 
da frequência alélica, diversidade gênica, heterozigosidade observada e esperada e 
PIC. Todos os locos apresentaram um elevado conteúdo de informação polimórfica 
(PIC), demonstrando a qualidade dos marcadores. A média da heterozigozidade 
observada foi de 0,30, apresentando o valor mais alto de 0,88. O dendrograma gerado 
a partir da distância genética de Nei pelo método UPGMA, possibilitou a formação de 
3 grupos distintos, sendo mais dissimilar o indivíduo 51, podendo servir como planta 
matriz em um programa de melhoramento genético. Todos os primers utilizados no 
estudo apresentaram polimorfismo, sendo que o maior número de alelos identificado 
foi pelo primer mTcCIR22. A qualidade dos marcadores foi confirmada pelo conteúdo 
de informação polimórfica, com média acima do esperado.
PALAVRAS-CHAVE: Cacauí, Melhoramento genético, SSR.

GENETIC DIVERSITY AMONG Theobroma speciosum WILLD. Ex Spreng 
(Malvaceae) IN URBAN FOREST PARK

ABSTRACT: Information on the genetic variation of native species is fundamental for 
the development of strategies that allow the domestication and incorporation of these 
species in regional productive systems. In this context, the objective of this work was 
to evaluate the genetic diversity in a naturally occurring T. speciosum population in an 
urban forest fragment located in Alta Floresta, MT, using microsatellite markers. The 
study was carried out in an urban fragment, called Zoobotanical Municipal Park in 
Alta Floresta, northern Mato Grosso state. To characterize the genetic diversity, 25 T. 
speciosum individuals were sampled from the fragment. SSR fragments were analyzed 
using the GelQuantPro® program. The Power Marker V.3.25 program was used to 
determine allele frequency, gene diversity, observed and expected heterozygosity 
and PIC. All loci had a high polymorphic information content (PIC), demonstrating the 
quality of the markers. The average heterozygosity observed was 0.30, with the highest 
value being 0.88. The dendrogram generated from the genetic distance of Nei by the 
UPGMA method, allowed the formation of 3 distinct groups, being more dissimilar the 
individual 51, and can serve as a matrix plant in a breeding program. All primers used 
in the study showed polymorphism, and the largest number of alleles identified was 
the mTcCIR22 primer. The quality of the markers was confirmed by the polymorphic 
information content, with a higher than expected average.
KEYWORDS: Cacauhy, Genetic improvement, SSR.

1 |  INTRODUÇÃO

O Brasil apresenta uma vasta diversidade de tipos de solos e climas, favorecendo 
o cultivo de diversas frutíferas tropicais, elevando o seu potencial na fruticultura 
(SIMÃO, 1998). Na Amazônia essa potencialidade é encontrada nas mais diversas 



Ciências Biológicas: Campo Promissor em Pesquisa 3 Capítulo 12 147

espécies das famílias botânicas, como por exemplo, Fabaceae, Bignoniaceae, 
Lauraceae, Lecythidaceae, Rubiaceae, Anacardiaceae, Malvaceae, Asteracee, 
Araceae, Arecaceae, Poaceae, entre outras (CARVALHO e DOMINGUES, 2016).

As espécies do gênero Theobroma (Malvaceae) são endêmicas da região 
Amazônica (DARDENGO et al, 2018) e demandam pesquisas para sua integração 
aos programas de melhoramento, pois, representam recursos genéticos com 
potencialidade para a obtenção de variedades mais produtivas e resistentes a pragas 
e doenças (ALMEIDA et al, 2009).

De acordo com Silva et al. (2015), a espécie silvestre Theobroma speciosum 
Willd. ex Spreng., apresentam uma possível fonte de genes de resistência a doenças, 
que poderá servir de base para programas de melhoramento genético das espécies 
mais relevantes economicamente como T. cacao (cacau) e T. grandiflorum (cupuaçu).

Em áreas florestais amazônicas do estado de Mato Grosso, principalmente 
nas cidades de Aripuanã e Alta Floresta, seus frutos são consumidos in natura ou 
preparados como sucos (NETO, 2011). Corrêa, (1926) relata que no norte do país 
os frutos são frequentemente encontrados à venda nos mercados, principalmente no 
estado do Pará, onde segundo Ferrão, (2001) são utilizados na produção de sucos, 
geleias, doces e sorvetes.

No entanto, as espécies nativas remanescentes do gênero Theobroma, estão 
sofrendo forte erosão genética em função da ação antrópica (ALVES et al, 2013), 
levando ao isolamento das populações em pequenos fragmentos reduzindo o número 
de indivíduos reprodutivos e a densidade populacional, afetando os processos 
genéticos como deriva genética, fluxo de genes, seleção e sistema de reprodução 
(DARDENGO et al, 2018).

Segundo Costa et al (2011), informações sobre a variação genética de espécies 
nativas são fundamentais para o desenvolvimento de estratégias que possibilitem a 
domesticação e incorporação dessas espécies nos sistemas produtivos regionais, 
bem como minimizar os impactos ambientais e estabelecer um plano de conservação 
efetiva.

Avaliar a variabilidade genética é uma estratégia fundamental, principalmente 
para espécies nativas pouco estudadas, cuja magnitude da diversidade ainda não é 
totalmente conhecida (SILVA et al, 2015).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade genética 
em uma população de T. speciosum, com ocorrência natural, em um fragmento 
florestal urbano, localizado na cidade de Alta Floresta, MT, por meio de marcadores 
microssatélites.
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2 |  MATERIAL E MÉTODOS

Área de estudo

O estudo foi desenvolvido em um fragmento urbano, denominado de Parque 
Municipal Zoobotânico que possui uma área de 17,6 ha. O fragmento está localizado 
no município de Alta Floresta, região norte do estado de Mato Grosso (Figura 1). Na 
região, predomina a vegetação do tipo Floresta Ombrófila Aberta. O clima é do tipo 
AW segundo a classificação de Koopen, sendo verão tropical chuvoso com nítida 
estação seca no inverno (IBGE, 2010).

Figura 1. Localização do município de Alta Floresta – MT e do fragmento urbano em estudo.

Material Vegetal

Para a caracterização da diversidade genética, foram amostrados 25 indivíduos 
de T. speciosum (Figura 2) no fragmento. Todos os indivíduos amostrados foram 
georreferenciados com um receptor de GPS Garmin Etrex®.

Com o auxílio de um podão foram coletadas amostras de material foliar em cada 
um dos indivíduos, preferencialmente as que se encontravam em estágio juvenil, 
sem danos mecânicos ou sinais de doença.
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FIGURA 2. Aspectos morfológicos de Theobroma speciosum.  A) Árvore com frutos jovens. B) 
Fruto em estágio de maturação. C) Inflorescência com botões florais. D) Inflorescências com 

flores abertas.

O material coletado foi devidamente identificado e acondicionado ainda em 
campo em recipientes contendo sílica gel e posteriormente, armazenado em freezer 
a –20ºC no laboratório de Genética Vegetal e Biologia Molecular da Universidade 
do Estado de Mato Grosso (UNEMAT), campus Universitário de Alta Floresta – MT.

Extração e quantificação do DNA

O DNA genômico total foi extraído de aproximadamente 100 mg de folhas, usando 
o método de CTAB descrito por Doyle & Doyle (1990), com modificações: aumento 
da concentração de polivinilpirrolidona (PVP) de 1% para 2% e de β-mercaptoetanol 
de 0,2% para 3% no tampão de extração.

A confirmação da quantidade do DNA extraído foi realizada por meio da 
eletroforese em gel de agarose 1%. O DNA extraído foi comparado com DNA padrão 
(lambda) com amplitude de variação de 10, 20, 50 e 100 ng/μL. O DNA quantificado 
foi diluído para a obtenção das soluções de trabalho a 2ng/μL. 
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Amplificação e genotipagem de locos microssatélites

Foi testada a transferibilidade dos vinte e três pares de primers microssatélites 
(SSR) isolados e caracterizados por Lanaud et al. (1999), para a espécie T. cacao, 
utilizando três indivíduos de T. speciosum para amplificação inicial via PCR. Dos 
vinte e três primers testados, nove foram selecionados para análise da diversidade 
genética de T. speciosum (Tabela 1).

Nome Sequência (5’-3’) Ta(ºC) Tamanho esperado 
(pb)

mTcCIR7 ATGCGAATGACAACTGGT 51 160

GCTTTCAGTCCTTTGCTT

mTcCIR9 ACCATGCTTCCTCCTTCA 51 274

ACATTTATACCCCAACCA

mTcCIR10 ACAGATGGCCTACACACT 46 208

CAAGCAAGCCTCATACTC

mTcCIR11 TTTGGTGATTATTAGCAG 46 298

GATTCGATTTGATGTGAG

mTcCIR17 AAGGATGAAGGATGTAAGAG 51 271

CCCATACGAGCTGTGAGT

mTcCIR19 CACAACCCGTGCTGATTA 46 376

GTTGTTGAGGTTGTTAGGAG

mTcCIR22 ATTCTCGCAAAAACTTAG 46 289

GATGGAAGGAGTGTAAATAG

mTcCIR26 GCATTCATCAATACATTC 46 298

GCACTCAAAGTTCATACTAC

mTcCIR28 GATCAATCAGAAGCAAACACAT 46 336

TAAAGCAGCCTACCAAGAAAAG

Tabela 1. Características de 09 primers SSR isolados e caracterizados por Lanaud et al. (1999) 
selecionados para o estudo da diversidade genética em T. speciosum. (Ta) Temperatura de 

anelamento); (pb) pares de bases

As reações de amplificação via PCR foram realizadas em termociclador Biocycler 
com um volume final de 13 μL, sendo 0,12μL de Taq DNA polimerase (Phoneutria); 
1,5μL Tampão 10x [10 mM Tris-HCl (pH 8.3) 50mM KCl, 0,1% de tween, 10mM 
MgCl2]; 0,5μL MgCl2 (50mM); 2μL de primer F; 2μL de primer R; 3μL de dNTPs; 1μL 
de DNA; 2,88 μL de água destilada e autoclavada.

O programa de amplificação utilizado foi de acordo com o descrito por Lanaud 
et al. (1999), com modificações: 1 ciclo inicial de desnaturação a 94 ºC por 4 minutos, 
seguido por 32 ciclos de 94 ºC por 30 segundos, 46°C – 51°C (dependendo do 
primer utilizado) por 1 minuto e 72ºC por 1 minuto e 1 ciclo de extensão final de 72ºC 
por 5 minutos. 
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Os produtos de amplificação foram separados por eletroforese em gel de 
agarose 4% (m.v-1) em tampão de corrida TBE 1X, em voltagem constante de 85V 
por aproximadamente quatro horas. Os tamanhos dos fragmentos amplificados foram 
estimados, por comparação, com o marcador molecular de 100 pb DNA Ladder. A 
coloração do gel foi realizada com brometo de etídeo (0,6 ngmL-1 ). Em seguida os 
géis foram visualizados em transiluminador UV e fotodocumentados com câmera 
digital.

Análise dos dados

Os fragmentos de SSR (produtos de amplificação) foram analisados no 
programa GelQuantPro® (DNR, 2006). O programa Power Marker V.3.25 (LIU e 
MOUSE, 2005), foi utilizado para a determinação da frequência alélica, diversidade 
gênica, heterozigosidade observada e esperada e PIC (Conteúdo de informação 
de polimorfismo). A matriz dos valores de distância genética de Nei (1983) entre os 
indivíduos, gerada pelo programa Power Marker V.3.25, foi importada para o MEGA 
6.5 (KUMAR et al, 2004) para a construção do dendrograma utilizando o método 
UPGMA.

O programa “Structure” (Pritchard et al., 2000), baseado em estatística 
bayesiana foi utilizado para inferir o número de grupos (k). Foram realizadas 20 
corridas para cada valor de K, 250.000 “burn-ins” e 750.000 simulações de Monte 
Carlo de Cadeias de Markov (MCMC). Para definição do K mais provável em relação 
aos propostos foram utilizados os critérios de Pritchard e Wen (2004) e também o 
critério de Evano et al. (2005), sendo os resultados enviados para o site Structure 
Harvester.

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os nove locos microssatélites utilizados na genotipagem dos 25 indivíduos de 
T. speciosum foram todos polimórficos e amplificaram 36 alelos, com variação de 
dois a oito alelos por loco, com média de 4 por primer. O número máximo de alelos 
(8) foi encontrado no primer (mTcCIR22) e o mínimo (2) nos primers (mTcCIR7, 
mTcCIR11) (Tabela 2).

Todos os locos apresentaram um elevado conteúdo de informação polimórfica 
(PIC), (Tabela 2), demonstrando a qualidade dos marcadores, pois segundo Botstein 
et al. (1980), marcadores que apresentam PIC acima de 0,50 são considerados muito 
informativos. De acordo com Boza et al (2013), marcadores altamente polimórficos, 
são úteis na identificação da diversidade genética. 

A média da heterozigozidade observada foi de 0,30, apresentando o valor 
mais alto de 0,88 para os primers mTcCIR22 e mTcCIR19, e não foi observado 
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heterozigosidade (0) em quatro primers (mTcCIR7, mTcCIR9, mTcCIR17 e mTcCIR2 
(Tabela 2). 

Loco Na He Ho PIC
mTcCIR7 2 0,5 0 0,37
mTcCIR9 3 0,44 0 0,39

mTcCIR10 5 0,66 0,4 0,61
mTcCIR11 2 0,21 0,24 0,18
mTcCIR17 3 0,63 0 0,55
mTcCIR19 7 0,84 0,88 0,82
mTcCIR22 8 0,82 0,88 0,79
mTcCIR26 3 0,56 0,32 0,49
mTcCIR28 4 0,66 0 0,58

Total 36 - - -
Média 4 0,59 0,30 0,54

Tabela 2. Número de alelos (Na), Heterozigosidade esperada (He), Heterozigosidade observada 
(Ho) e PIC para os 9 primers SSR, com base na amplificação de 25 indivíduos de Theobroma 

speciosum da população amostrada no município de Alta Floresta, MT

A heterozigozidade esperada apresentou média de 0,59, estando sempre acima 
da observada para a maioria dos marcadores (Tabela 2). Todos os marcadores com 
exceção do mTcCIR22 e mTcCIR19 apresentaram nível reduzido de heterozigosidade, 
com valores inferiores a 50%.

Corroborando com esses resultados, Zhang et al. (2012), em estudo com 
populações de T. cacao, utilizando 15 locos microssatélites obtiveram também valores 
superiores para He (0,56) em comparação com Ho (0,38). Da mesma forma ocorreu 
para a espécie T. grandiflorum, em um estudo com 21 marcadores microssatélites, 
onde He (0,41) e Ho com (0,35) (Alves et al., 2007). Motamayor et al. (2002) e 
Sereno et al. (2006) em pesquisas com T. cacao, obtiveram valores equivalentes, He 
= 0,54 e 0,56; Ho = 0,34 e 0,41, respectivamente.

Segundo Dardengo et al. (2018), a baixa taxa de heterozigosidade está 
associada ao isolamento reprodutivo causado pela fragmentação florestal, pois a 
redução continua no tamanho das populações as submetem a perda de variabilidade 
genética por deriva gênica (SEBBENN e ETTORI, 2001). A perda de variabilidade 
genética no fragmento florestal em estudo pode levar a população de T. speciosum 
a apresentar altos índices de endogamia.

O alto índice de endogamia pode ser explicado pela ação dos dispersores que 
deixam as sementes perto dos seus parentais, levando a espécie a apresentar um 
padrão de distribuição agregado. A dispersão de sementes perto da árvore materna 
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favorece a formação de uma estrutura genética espacial (SILVA et al, 2015), que 
aumenta a possibilidade de cruzamento entre indivíduos da mesma família, gerando 
endogamia biparental e consequentemente, depressão por endogamia biparental. 
Sebbenn et al. (2011), em um estudo com Copaifera langsdorffi i, relatam que um 
fragmento urbano pequeno, pode infl uenciar a distância de dispersão de sementes, 
pois limita as áreas disponíveis para o estabelecimento das plântulas.

O dendrograma gerado a partir da distância genética de Nei (1983) pelo método 
UPGMA, possibilitou a formação de 2 grupos distintos (Figura 3). O coefi ciente de 
correlação cofenética foi alto (0,87), o que demonstra a confi abilidade do dendograma 
ao expressar o agrupamento dos indivíduos, já que a correlação cofenética 
é uma análise que estabelece uma correlação entre a matriz de similaridade ou 
dissimilaridade com o dendrograma gerado através desta, ou seja, compara as reais 
distâncias obtidas entre os acessos com as distâncias representadas grafi camente 
sujeitas ao acúmulo de erro (Koop et al, 2007).

Figura 3. Dendrograma gerado a partir da distancia genética de Nei (1983), pelo método 
UPGMA dos indivíduos de T. speciosum da população amostrada. Coefi ciente de Correlação 

Cofenética (CCC): 0,87.

Com base na análise bayesiana determinada pelo “Structure”, verifi ca-se que 
os indivíduos estão distribuídos em dois grupos (Figura 4), onde todos alocaram 25 
indivíduos respectivamente. Observa-se uma correspondência entre o dendrograma 
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UPGMA e o agrupamento gerado pelo “Structure”, pois os indivíduos fi caram 
alocados devidamente dentro de suas populações, entretanto a correspondência 
não foi completa entre os tipos de subgrupos gerados, isto porque segundo Romão 
et al. (2011) o agrupamento feito pelo “Structure” tende a gerar uma diferenciação 
mais profunda de subgrupos.

Figura 4. Representação da distribuição dos 25 indivíduos de T. speciosum em grupos segundo 
dados moleculares de 9 primers SSR, utilizando o programa “Structure”. Os indivíduos estão 
representados por barras verticais com colorações de acordo com o grupo ao qual pertencem 

(dois grupos, K = 2). 

4 |  CONCLUSÃO

A informação genética obtida com os nove locos microssatélites revelou que 
o processo de fragmentação, até o momento, causou poucas alterações nos níveis 
de diversidade e na estrutura genética das populações de T. speciosum. Entretanto, 
a redução do número de indivíduos na população aptos à reprodução resultou em 
alterações nas possibilidades de acasalamentos, promovendo uma diminuição da 
heterozigosidade observada.

Embora os efeitos tenham sido pequenos, a persistência do processo de 
fragmentação, poderá reduzir ainda mais a heterozigosidade e favorecer a ação 
da deriva genética. No decorrer de várias gerações, esses efeitos poderão levar a 
espécie à depressão por endogamia, perdas de diversidade e alteração da estrutura 
genética da população. 
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