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APRESENTACAO

O E-book “Ciéncias Biolégicas: Campo Promissor em Pesquisa 3” é
composto por 32 capitulos. Nesse volume, sdo abordados distintos topicos nas
areas de biotecnologia, citologia, genética, saude humana, educacao, importancia
de condicbes ambientais que as espécies estao inseridas, bem como, potenciais
espécies invasoras que podem ser nocivas ao meio ambiente. No cenario atual de
mudancas ambientais correntes e avancgos tecnoldgicos € extremamente importante
0 uso adequado de técnicas em cada area. Interacoes entre espécies sao dificeis
de serem mensuradas na natureza. Mutualismo é um tipo de relagdo simbidtica
essencial, em que ambos os organismos se beneficiam na relacdo. Estudos que
abordam essa tematica sdao muito relevantes para compreensédo da relacdao de
dependéncia ou ndo que os organismos estabelecem para se manterem em um
determinado ambiente.

O E-book também traz capitulos que abordam estratégicas didaticas para
alunos da educacgédo basica e da graduacéo. O ensino de ciéncias 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 prépria producdo de material manual
pode auxiliar no aprendizado dos jovens.

O tema sobre saude humana se encontra em pauta trazendo o uso de células
tronco para recuperacao do tecido lesionado por queimadura, esse € um avanco
que pode ser continuadamente avaliado. Outro fator essencial associado a saude
humana é a manipulacédo de produtos altamente comercializaveis, como acgai na
regiao amazobnica, o qual sugere a pasteurizacdo como tratamento térmico pelas
industrias produtoras.

As aplicacdes de técnicas adequadas de biotecnologia que envolvem transgenia,
genética com a busca de marcadores e melhoramento genético e parasitologia
sao extremamente importantes para uso de produtos eficazes em diversas areas.
Adicionalmente, analises citogenéticas, histoquimicas e toxicoldgicas fornecem
informacgdes que sdo relevantes e inovadoras para contemporaneidade.

Convidamos os leitores a lerem os capitulos desse livro com muita atencgao,
e desejamos que cada conteudo abordado aqui seja util na vida académica. A
linguagem acessivel e no idioma portugués facilita o acesso tanto para grupos de
pesquisas como para jovens pesquisadores da area cientifica.

Excelente leitura!

José Max Barbosa de Oliveira Junior
Lenize Batista Calvao



SUMARIO

(03X = 1 s U] 1 1 R 1

A OCORRENCIA DE Eichhornia crassipes, ESPECIE PERIGOSA E INVASORA EM
UM LAGO OXBOW DA AMAZONIA SUL-OCIDENTAL

Jo&o Lucas Correa de Souza

Jocilene Braga dos Santos

Erlei Cassiano Keppeler

DOI 10.22533/at.ed.2572016011

(07X =1 1 5 U] 1 1 2SRRI 12

A UTILIZAQAO DE CELULAS-TRONCO NA TERAPIA DE REPARACAO TECIDUAL
DE QUEIMADURAS: CELULAS ADULTAS PROVENIENTES DO TECIDO ADIPOSO
E DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS

Leandro Dobrachinski

Silvio Terra Stefanello

Caren Rigon Mizdal

Darlaine Alves da Silva

Vitéria Silva Ferreira

DOI 10.22533/at.ed.2572016012

(03X =] 1 U] o 1< TSR 19

ANALISE MICROBIOLOGICA DE POLPAS DE AQAi COMERCIALIZADAS NO
MUNICIiPIO DE BARRA DO BUGRES-MT

Juliane Pereira de Oliveira

Carine Schmitt Gregolin Caloi

Carla Andressa Lacerda de Oliveira

Rosimeire Oenning da Silva

DOI 10.22533/at.ed.2572016013

(03X =] 1 U 1 1 27

ANALISE IN SILICO DO GENOMA DA MANDIOCA (ManihotesculentaCRANTZ) PARA
O EXTREMO SUL DA BAHIA: IDENTIFICA(;AO DE MARCADORES MOLECULARES
E GENES CANDIDATOS PARA ESTUDO DE EXPRESSAO GENICA

Tamy Alves de Matos Rodrigues

Livia Santos Lima Lemos

Breno Meirelles Costa Brito Passos

Jeilly Vivianne Ribeiro da Silva Berbert de Carvalho

DOI 10.22533/at.ed.2572016014

(07X = 1 (U 1 o 1 J R 37

ACAO DE EXTRATOS E BIOCOMPOSTOS DE Himatanthus lancifolius (Mall.
Arg.) Woodson NO CONTROLE DA PROLIFERACAO CELULAR E INDUCAO DE
APOPTOSE EM CELULAS CULTIVADAS DE MELANOMA MURINO B16-F10

Lucimar Pereira de Franca
Silvana Gaiba

Elias Jorge Muniz Seif

Flavia Costa Santos

Ana Carolina Morais Fernandes
Luiz Alberto Mattos Silva
Jerbnimo Pereira de Franca
Lydia Masako Ferreira




Alba Lucilvania Fonseca Chaves
DOI 10.22533/at.ed.2572016015

(03X =] 1 U] o X SR 49

ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA DE COMPOSTOS FTALIMIDICOS

Jodo Ricardhis Saturnino de Oliveira
Vera Cristina Oliveira de Carvalho
Vera LUcia de Menezes Lima

DOI 10.22533/at.ed.2572016016

(03X =1 1 1 U] 1 Ry 20 59

AVALIACAO DE TECNICAS QUANTITATIVAS E QUALITATIVAS NO DIAGNOSTICO
DE PARASITOLOGIA

Elizandra Landolpho Costa Pedrosa
Ana Luiza do Rosario Palma

Simone Aparecida Biazzi de Lapena
Ana Gabriela Rodrigues

Andrezza Vaz Miao

Angelica Kimiko Kawasaka

Bruna Patricia Menezes da Silva
Michele de Oliveira Maciel de Holanda

DOI 10.22533/at.ed.2572016017

(03X =1 1 U] 1o X J 67

AVALIACAO ~ DO POTENCIAL ANTI-INFLAMATORIO DO  EXTRATO
HIDROALCOOLICO DA CASCA DA LUEHEA DIVARICATA

Jadiel de Abreu Pimenta Lins
Antonio Carlos Roméo Borges
Aruana Joaquim M. Costa R. Pinheiro
Lidio Gongalves Lima Neto

Marilene Oliveira da Rocha Borges

DOI 10.22533/at.ed.2572016018

(03X = 1 U o X TSR 100

CHEMICAL MANAGEMENT OF Bidens pilosa (L.) and Euphorbia heterophylla (L.)
AND SEED GERMINATION IN GENETICALLY MODIFIED SOYBEAN

André Luiz de Souza Lacerda
Edgar Gomes Ferreira de Beauclair
Daniel Andrade de Siqueira Franco
Luis D. Honma

Marcus Barifouse Matallo

DOI 10.22533/at.ed.2572016019

(03X = 1 U] o 15 o R 114

CITOQUIMICA E VIABILIDADE POLINICA DE Theobroma speciosum Willd. ex Spreng
(Malvaceae)

Uéliton Alves de Oliveira

Alex Souza Rodrigues

Elisa dos Santos Cardoso

Eliane Cristina Moreno de Pedri
Juliana de Freitas Encinas Dardengo
Patricia Ana de Souza Fagundes




Rosimeire Barboza Bispo
Ana Aparecida Bandini Rossi

DOI 10.22533/at.ed.25720160110

(03X = 1 U o 15 s TSR 124

COMO ISOLAR PROTEINAS APOPLASTICAS: UMA ESTRATEGIA DE PESQUISA
DA INTERACAO PLANTA-PATOGENO

lvina Barbosa de Oliveira
Carlos Priminho Pirovani
Karina Peres Gramacho
Juliano Oliveira Santana

DOI 10.22533/at.ed.25720160111

(03X =] 1 U] 1o 15 -2 145

DIVERSIDADE GENETICA ENTRE INDIVIDUOS DE Theobroma speciosum Willd. ex
Spreng (Malvaceae) EM PARQUE URBANO FLORESTAL

Juliana de Freitas Encinas Dardengo
Uéliton Alves de Oliveira

Tatiane Lemos Varella

Greiciele Farias da Silveira

Maicon Douglas Arenas de Souza
Kelli Evelin Muller Zortea

Ana Aparecida Bandini Rossi

DOI 10.22533/at.ed.25720160112

(03X =] 1 U] o T I 157

EFEITO DE OLEOS ESSENCIAIS SOBRE A GERMINACAO DE CONIDIOS E
CRESCIMENTO MICELIAL DE FUNGO DA ANTRACNOSE - Colletotrichum acutatum

Gabriela Gongalves Nunes
Guilherme Feitosa do Nascimento
Lélia Cristina Tenorio Leoi Romeiro

DOI 10.22533/at.ed.25720160113

(03X = 1 U] o 1 1 SRR 169

ESTRUTURA GENETICA DE MANDIOCAS CULTIVADAS NA AMAZONIA NORTE
MATO-GROSSENSE

Auana Vicente Tiago

Ana Aparecida Bandini Rossi
Eliane Cristina Moreno de Pedri
Fernando Saragosa Rossi

Vinicius Delgado da Rocha
Joameson Antunes Lima

Eulalia Soler Sobreira Hoogerheide
Larissa Lemes dos Santos

Elisa dos Santos Cardoso

Sérgio Alessandro Machado Souza

DOI 10.22533/at.ed.25720160114




(03X =] 1 U] o 15 13 180

ESTUDO MORFOLOGICO E HISTOQUIMICO DE Adiantum latifolium Lam.
(PTERIDACEAE, PTERIDOPHYTA) OCORRE,NTE NO CAMPUS DA UNIVERSIDADE
ESTADUAL DE SANTA CRUZ - UESC - ILHEUS - BA

Matheus Bomfim da Cruz

Alba Lucilvania Fonseca Chaves
Aline Oliveira da Conceicéo
Leticia de Almeida Oliveira
Juliana Silva Villela

Jerébnimo Pereira de Franca
Lucimar Pereira de Franca

DOI 10.22533/at.ed.25720160115

(03N =] 1 o U1 T - 191

ESTUDO DE MORFOLOGIA E HISTOQUIMICA DA ESPECIE Microgramma
vaccinifolia (Langsd. & Fisch.) Copel, Polypodiaceae - pteriddfita - CORRENTE NO
CAMPUS DA UNIVERSIDADE ESTADUAL DE SANTA CRUZ(UESC)

Juliana Silva Villela

Alba Lucilvania Fonseca Chaves
Leticia de Almeida Oliveira
Matheus Bomfim da Cruz

Aline Oliveira da Conceicéao
Jerbnimo Pereira de Franca
Lucimar Pereira de Franca

DOI 10.22533/at.ed.25720160116

CAPITULOD 17 eceecrercresesesssesssessssssessssessssssesssss s ssssesssssssssssssssssssssssesssnsssssassnssnens 202
ASPECTOS HISTOLOGICOS DE SUSPENSOES CELULARES DE DENDEZEIRO
Elaeis guineensis Jacq.

Marltcia Souza Padua Vilela
Raissa Silveira Santos
Jéssica de Castro e Carvalho
Vanessa Cristina Stein
Luciano Vilela Paiva

DOI 10.22533/at.ed.25720160117

(03X =] 1 U] o I - R 218

HISTOQUIMICA, ATIVIDADE CITOTOXICA E ,MELANOGENICA DAS FLORES
DE Pyrostegia venusta (Ker Gawl.) Miers EM CELULAS DE MELANOMA MURINO
B16-F10 EXPOSTA A RADIACAO UVA E UVC

Elias Jorge Muniz Seif

Alba Lucilvania Fonseca Chaves
Silvana Gaiba

Bruna Bomfim dos Santos

Ana Carolina Morais Fernandes
Luiz Alberto Mattos Silva

Lydia Masako Ferreira

Jerbnimo Pereira de Franca
Lucimar Pereira de Franca

DOI 10.22533/at.ed.25720160118




(03X = 1 U] o 15 [ SRR 231

IMPLEMENTAQAO DO ENSAIO TQXICOLOGICO UTILIZANDO Artemia salina:
DETERMINACAO DA LC,, DO PINHAO E DA GOIABA SERRANA

Gabriele da Silva Santos
Marcel Piovezan

DOI 10.22533/at.ed.25720160119

(03X = 1 U] o 1o SRR 241

INVESTIGAQAO EPIDEMIOLOGICA DA DIABETES MELLITUS NO BRASIL
Isabela Santos Lima
Beatriz Julia Pimenta
Nathélia Muricy Costa
Viviane Francisco dos Santos
Bruna Cristina Campos Pereira
Jéssica dos Santos Fernandes
Maristela Lucia Soares Campos
Eloisa Araujo de Souza
Ketlin Lorraine Barbosa Silva
Izabel Mendes de Souza
lara Macario Silverio
Marianne Lucena da silva

DOI 10.22533/at.ed.25720160120

(03X =] 1 U] 1o 173 250

MORFOLOGIA DA TRAQUEIA E RAMIFICA(;AO BRONQUICA DE Megaceryle
torquata (LINNAEUS, 1766) (ORDEM CORACIIFORME, FAMILIA Alcedinidae),
MARTIM-PESCADOR-GRANDE

Thaysa Costa Hurtado

Gerlane de Medeiros Costa

Aurea Regina Alves Ignécio

Manoel dos Santos Filho

DOI 10.22533/at.ed.25720160121

(03X =1 1 U] 1o 172 258

MUTUALISMO ENTRE AMACROALGA Chara vulgaris Linnaeus 1753 e aMACROFITA
AQUATICA Lemna cf. valdiviana Phil, NA EPOCA DA ENCHENTE, MANCIO LIMA,
ACRE

Jocilene Braga dos Santos
Jo&o Lucas Correa de Souza
Erlei Cassiano Keppeler

DOI 10.22533/at.ed.25720160122

CAPITULOD 23 ..ottt eeeeseseeesssessmeesessssesnsssnssssssssesssesnnesnssssesssesnsesnessessssssnsesnssnn 266
PRODUTOS NATURAIS APLICADOS COMO FOTOSSENSIBILIZADORES NA
TERAPIA FOTODINAMICA: UMA REVISAO BIBLIOGRAFICA

Beatriz Santana Rocha
Claudia Sampaio de Andrade Lima
Ricardo Yara

DOI 10.22533/at.ed.25720160123




(03X = 1 U o 10 SRR 279

O USO DE MODELOS NO PROCESSO ENSINO/APRENDIZAGEM APLICADOS A
PARASITOLOGIA E ENTOMOLOGIA

Silvia Maria Santos Carvalho
Kaigue Santos Reis

Raquel dos Santos Damasceno
Juliana Almeida da Silva

DOI 10.22533/at.ed.25720160124

(03X =] 1 U] 1o 103 285

PRODUQAQ DE MATERIAL DIQATICO HISTOLOGICO PARA OS CURSOS DE
GRADUACAO DA AREA DA SAUDE DA UNIVERSIDADE ESTADUAL DE SANTA
CRUZ

Krisnayne Santos Ribeiro

Hudson Sa Sodré

Rhuan Victor Pereira Morais

Ana Luisa Silva Costa

luri Prates Souza

Aparecida do Carmo Zerbo Tremacoldi
Tania Barth

DOI 10.22533/at.ed.25720160125

CAPITULOD 26 ..eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeveeeeasessmeesessssssssssnssssssssesssesnsesnssssssssesnsesnessesssnssnsssnnenn 292

SINDROMES HIPERTENSIVAS NA GRAVIDEZ

Ana Patricia Fonseca Coelho Galvao
Benedita Célia Ledo Gomes

Joelma de Jesus Oliveira

Keile de Kassia de Oliveira Mendes

DOI 10.22533/at.ed.25720160126

(03X =] 1 1 U] 1o 1y 250 299

TOXICOLOGIA ORAL AGUDA DE Bacillus thuringiensis EM RATOS WISTAR

Shana Leticia Felice Wiest
Harry Luiz Pilz Junior
Natascha Horn

Diouneia Lisiane Berlitz
Lidia Mariana Fiuza

DOI 10.22533/at.ed.25720160127

CAPITULOD 28 ....coeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeessessneesesssssssesnsssssassesssasnsssnesssesssesnsssnsssesssnssnsesnnens 312

UTILIZACAO DE METODOLOGIAS ALTERNATIVAS NA PRATICA DE ENSINO DE
BIOQUIMICA: UMA EXPERIENCIA NO ENSINO SUPERIOR

Lazaro de Sousa Fideles

Maria Lucianny Lima Barbosa
Jodo Vitor da Silva Alves

Maria de Fatima Faustino Araujo
Amanda Alves Feitosa

Luciene Ferreira de Lima
Cleidivan Afonso de Brito
Claudio Silva Teixeira

Gilberto Santos Cerqueira

Jodo Anténio Leal de Miranda

DOI 10.22533/at.ed.25720160128




(03X = 1 U o 1L SRR 323

A RELEVANCIA DA IMAGINOLOGIA TORACICA, NA INVESTIGACAO DE
METASTASE EM CADELAS COM NEOPLASIAS MAMARIAS

Vera Lucia Teodoro dos Santos
Roséangela Silqueira Hickson Rios
Vinicius dos Reis Silva

Larissa Cristine Lopes Soares

DOI 10.22533/at.ed.25720160129

(03X =] 1 U] 1o 1< {0 334

EFEITOS GENOTC)XICQS EM TETRADES DE Tradescantia pallidaINDUZIDOS POR
POLUENTES ATMOSFERICOS NA CIDADE DE JOINVILLE, SANTA CATARINA,
BRASIL

Bruna Tays Hartelt
Valéria Cristina Rufo Vetorazzi

DOI 10.22533/at.ed.25720160130

(03X =] 1 U] e 1< 5 353

GENOTIPAGEM DO CYP2C9 PARA ENSAIOS FARMACOGENETICOS A PARTIR
DE AMOSTRAS DE SALIVA: ESTUDO PILOTO

Bruna Bolani

Gabriela de Moraes Oliveira
Giovana Maria Weckwerth
Lohayne Berlato Ferrari

Nubia Vieira Alves

Thiago José Dionisio

Flavio Augusto Cardoso de Faria
Carlos Ferreira dos Santos
Adriana Maria Calvo

DOI 10.22533/at.ed.25720160131
SOBRE OS ORGANIZADORES..........cooommmtmnnnnmisnsmisssnssssssssssss s sssssssssasssssas 364

INDICE REMISSIVO ...coeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseesssessessesssssssssnsssesssssssssnsssnssssesssssssnnsnns 365




CAPITULO 12
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RESUMO: Informacbes sobre a variacao
genética de espécies nativas sao fundamentais
para o desenvolvimento de estratégias que
possibilitem a domesticagcao e incorporacao
dessas espécies nos sistemas produtivos
regionais. Neste contexto, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a diversidade genética
em uma populagao de T speciosum, com
ocorréncia 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 Zoobotanico no
municipio de Alta Floresta, estado de Mato
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Grosso. Para a caracterizacéo da diversidade genética, foram amostrados 25 individuos
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 determinacéo
da frequéncia alélica, diversidade génica, heterozigosidade observada e esperada e
PIC. Todos os locos apresentaram um elevado contetudo de informacédo polimérfica
(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 distancia genética de Nei pelo método UPGMA, possibilitou a formacgéo de
3 grupos distintos, sendo mais dissimilar o individuo 51, podendo servir como planta
matriz em um programa de melhoramento genético. Todos os primers utilizados no
estudo apresentaram polimorfismo, sendo que o maior numero de alelos identificado
foi pelo primer mTcCIR22. A qualidade dos marcadores foi confirmada pelo contetdo
de informacéo polimérfica, com média acima do esperado.

PALAVRAS-CHAVE: Cacaui, 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.

11 INTRODUGCAO

O Brasil apresenta uma vasta diversidade de tipos de solos e climas, favorecendo
o cultivo de diversas frutiferas tropicais, elevando o seu potencial na fruticultura
(SIMAO, 1998). Na Amazénia essa potencialidade é encontrada nas mais diversas
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espécies das familias botanicas, como por exemplo, Fabaceae, Bignoniaceae,
Lauraceae, Lecythidaceae, Rubiaceae, Anacardiaceae, Malvaceae, Asteracee,
Araceae, Arecaceae, Poaceae, entre outras (CARVALHO e DOMINGUES, 2016).

As espécies do género Theobroma (Malvaceae) sdo endémicas da regiao
Amazonica (DARDENGO et al, 2018) e demandam pesquisas para sua integracao
aos programas de melhoramento, pois, representam recursos genéticos com
potencialidade para a obtencado de variedades mais produtivas e resistentes a pragas
e doencas (ALMEIDA et al, 2009).

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

Em éareas florestais amazénicas do estado de Mato Grosso, principalmente
nas cidades de Aripuana e Alta Floresta, seus frutos sdo consumidos in natura ou
preparados como sucos (NETO, 2011). Corréa, (1926) relata que no norte do pais
os frutos sédo frequentemente encontrados a venda nos mercados, principalmente no
estado do Para, onde segundo Ferrdo, (2001) sao utilizados na producéo de sucos,
geleias, doces e sorvetes.

No entanto, as espécies nativas remanescentes do género Theobroma, estao
sofrendo forte erosdo genética em funcédo da acéo antropica (ALVES et al, 2013),
levando ao isolamento das popula¢cées em pequenos fragmentos reduzindo o numero
de individuos reprodutivos e a densidade populacional, afetando os processos
genéticos como deriva genética, fluxo de genes, selecao e sistema de reproducéo
(DARDENGO et al, 2018).

Segundo Costa et al (2011), informacdes sobre a variacédo genética de espécies
nativas sao fundamentais para o desenvolvimento de estratégias que possibilitem a
domesticacao e incorporacao dessas espécies nos sistemas produtivos regionais,
bem como minimizar os impactos ambientais e estabelecer um plano de conservacao
efetiva.

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

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade genética
em uma populacdo de T. speciosum, com ocorréncia 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 METODOS

Area de estudo

O estudo foi desenvolvido em um fragmento urbano, denominado de Parque
Municipal Zoobotanico que possui uma area de 17,6 ha. O fragmento esté localizado
no municipio de Alta Floresta, regido norte do estado de Mato Grosso (Figura 1). Na
regido, predomina a vegetacao do tipo Floresta Ombrofila Aberta. O clima é do tipo
AW segundo a classificagcdo de Koopen, sendo verao tropical chuvoso com nitida
estacdo seca no inverno (IBGE, 2010).
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Figura 1. Localizagdo do municipio de Alta Floresta — MT e do fragmento urbano em estudo.

Material Vegetal

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

Com o auxilio de um podao foram coletadas amostras de material foliar em cada
um dos individuos, preferencialmente as que se encontravam em estagio juvenil,

sem danos mecanicos ou sinais de doenca.
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FIGURA 2. Aspectos morfolégicos de Theobroma speciosum. A) Arvore com frutos jovens. B)
Fruto em estagio de maturacéo. C) Inflorescéncia com botées florais. D) Inflorescéncias com
flores abertas.

O material coletado foi devidamente identificado e acondicionado ainda em
campo em recipientes contendo silica gel e posteriormente, armazenado em freezer
a —20°C no laboratério de Genética Vegetal e Biologia Molecular da Universidade
do Estado de Mato Grosso (UNEMAT), campus Universitario de Alta Floresta — MT.

Extracao e quantificacao do DNA

O DNAgendmico total foi extraido de aproximadamente 100 mg de folhas, usando
o método de CTAB descrito por Doyle & Doyle (1990), com modificagdes: aumento
da concentracéo de polivinilpirrolidona (PVP) de 1% para 2% e de p-mercaptoetanol
de 0,2% para 3% no tampao de extragao.

A confirmacédo da quantidade do DNA extraido foi realizada por meio da
eletroforese em gel de agarose 1%. O DNA extraido foi comparado com DNA padrao
(lambda) com amplitude de variacéo de 10, 20, 50 e 100 ng/pL. O DNA quantificado
foi diluido para a obtencéo das solugdes de trabalho a 2ng/uL.
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Amplificacao e genotipagem de locos microssatélites

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

Tamanho esperado

Nome Sequéncia (5’-3’) Ta(°C) (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. Caracteristicas 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

Asreacoes de amplificacéo via PCR foram realizadas em termociclador Biocycler
com um volume final de 13 uL, sendo 0,12uL de Tag DNA polimerase (Phoneutria);
1,5uL Tampao 10x [10 mM Tris-HCI (pH 8.3) 50mM KCI, 0,1% de tween, 10mM
MgCL]; 0,5uL MgCl, (50mM); 2uL de primer F; 2uL de primer R; 3uL de dNTPs; 1uL
de DNA; 2,88 pL de agua destilada e autoclavada.

O programa de amplificacao utilizado foi de acordo com o descrito por Lanaud
et al. (1999), com modificagbes: 1 ciclo inicial de desnaturacéo a 94 °C por 4 minutos,
seguido por 32 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 46°C — 51°C (dependendo do
primer utilizado) por 1 minuto e 72°C por 1 minuto e 1 ciclo de extensao final de 72°C
por 5 minutos.
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Os produtos de amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de
agarose 4% (m.v'') em tampao de corrida TBE 1X, em voltagem constante de 85V
por aproximadamente quatro horas. Os tamanhos dos fragmentos amplificados foram
estimados, por comparacédo, com o marcador molecular de 100 pb DNA Ladder. A
coloracéo do gel foi realizada com brometo de etideo (0,6 ngmL™ ). Em seguida os
géis foram visualizados em transiluminador UV e fotodocumentados com camera

digital.

Analise dos dados

Os fragmentos de SSR (produtos de amplificacdo) foram analisados no
programa GelQuantPro® (DNR, 2006). O programa Power Marker V.3.25 (LIU e
MOUSE, 2005), foi utilizado para a determinacéo da frequéncia alélica, diversidade
génica, heterozigosidade observada e esperada e PIC (Conteludo de informacgéo
de polimorfismo). A matriz dos valores de disténcia genética de Nei (1983) entre os
individuos, gerada pelo programa Power Marker V.3.25, foi importada para o MEGA
6.5 (KUMAR et al, 2004) para a construcdo do dendrograma utilizando o método
UPGMA.

O programa “Structure” (Pritchard et al., 2000), baseado em estatistica
bayesiana foi utilizado para inferir o numero de grupos (k). Foram realizadas 20
corridas para cada valor de K, 250.000 “burn-ins” e 750.000 simulagdes de Monte
Carlo de Cadeias de Markov (MCMC). Para definicdo do K mais provavel em relagcédo
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.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os nove locos microssatélites utilizados na genotipagem dos 25 individuos de
T. speciosum foram todos polimoérficos e amplificaram 36 alelos, com variacdo de
dois a oito alelos por loco, com média de 4 por primer. O nUmero maximo de alelos
(8) foi encontrado no primer (mTcCIR22) e o minimo (2) nos primers (mTcCIR?7,
mTcCIR11) (Tabela 2).

Todos os locos apresentaram um elevado conteudo de informacé&o polimorfica
(PIC), (Tabela 2), demonstrando a qualidade dos marcadores, pois segundo Botstein
et al. (1980), marcadores que apresentam PIC acima de 0,50 sdo considerados muito
informativos. De acordo com Boza et al (2013), marcadores altamente polimérficos,
séo uteis na identificagdo 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 nédo 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. Numero de alelos (Na), Heterozigosidade esperada (He), Heterozigosidade observada
(Ho) e PIC para os 9 primers SSR, com base na amplificacdo de 25 individuos de Theobroma
speciosum da populagdo amostrada no municipio 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
excecao domTcCIR22 e mTcCIR19 apresentaram nivel reduzido de heterozigosidade,
com valores inferiores a 50%.

Corroborando com esses resultados, Zhang et al. (2012), em estudo com
populacgdes de T. cacao, utilizando 15 locos microssatélites obtiveram também valores
superiores para He (0,56) em comparac¢ao 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 esta
associada ao isolamento reprodutivo causado pela fragmentacéo florestal, pois a
reducao continua no tamanho das populag¢des as submetem a perda de variabilidade
genética por deriva génica (SEBBENN e ETTORI, 2001). A perda de variabilidade
genética no fragmento florestal em estudo pode levar a populagcéo de T. speciosum
a apresentar altos indices de endogamia.

O alto indice de endogamia pode ser explicado pela agéo dos dispersores que
deixam as sementes perto dos seus parentais, levando a espécie a apresentar um
padrao de distribuicdo agregado. A dispersao de sementes perto da arvore materna
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favorece a formacédo de uma estrutura genética espacial (SILVA et al, 2015), que
aumenta a possibilidade de cruzamento entre individuos da mesma familia, gerando
endogamia biparental e consequentemente, depressao por endogamia biparental.
Sebbenn et al. (2011), em um estudo com Copaifera langsdorffii, relatam que um
fragmento urbano pequeno, pode influenciar a distancia de dispersdo de sementes,
pois limita as areas disponiveis para o estabelecimento das plantulas.

O dendrograma gerado a partir da distancia genética de Nei (1983) pelo método
UPGMA, possibilitou a formacéo de 2 grupos distintos (Figura 3). O coeficiente de
correlacado cofenética foi alto (0,87), 0o que demonstra a confiabilidade do dendograma
ao expressar o agrupamento dos individuos, ja que a correlacdo cofenética
€ uma analise que estabelece uma correlacdo entre a matriz de similaridade ou
dissimilaridade com o dendrograma gerado através desta, ou seja, compara as reais
distancias obtidas entre os acessos com as distancias representadas graficamente
sujeitas ao acumulo de erro (Koop et al, 2007).

—1 57

~— Grupo 1

i
0.050

Figura 3. Dendrograma gerado a partir da distancia genética de Nei (1983), pelo método
UPGMA dos individuos de T. speciosum da populagcdo amostrada. Coeficiente de Correlagao
Cofenética (CCC): 0,87.

Com base na analise bayesiana determinada pelo “Structure”, verifica-se que
os individuos estao distribuidos em dois grupos (Figura 4), onde todos alocaram 25
individuos respectivamente. Observa-se uma correspondéncia entre o dendrograma
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UPGMA e o agrupamento gerado pelo “Structure”, pois os individuos ficaram
alocados devidamente dentro de suas populac¢ées, entretanto a correspondéncia
nao foi completa entre os tipos de subgrupos gerados, isto porque segundo Roméo
et al. (2011) o agrupamento feito pelo “Structure” tende a gerar uma diferenciacéao
mais profunda de subgrupos.
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Figura 4. Representacgéo da distribuicao dos 25 individuos de T. speciosum em grupos segundo
dados moleculares de 9 primers SSR, utilizando o programa “Structure”. Os individuos estao
representados por barras verticais com coloragdes de acordo com o grupo ao qual pertencem

(dois grupos, K = 2).

41 CONCLUSAO

A informacdo genética obtida com os nove locos microssatélites revelou que
o processo de fragmentacéo, até o momento, causou poucas alteragdes nos niveis
de diversidade e na estrutura genética das populacdes de T. speciosum. Entretanto,
a reducéo do numero de individuos na populacdo aptos a reproducéo resultou em
alteracOes nas possibilidades de acasalamentos, promovendo uma diminuigcao da
heterozigosidade observada.

Embora os efeitos tenham sido pequenos, a persisténcia do processo de
fragmentacado, podera reduzir ainda mais a heterozigosidade e favorecer a acao
da deriva genética. No decorrer de varias geracoes, esses efeitos poderdo levar a
espécie a depresséo por endogamia, perdas de diversidade e alteragéo da estrutura
genética da populagéo.
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