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RESUMO

ROVEDA, Ana Paula; M. Sc. Universidade do Estado de Mato Grosso Carlos Alberto
Reyes Maldonado — UNEMAT, fevereiro de 2023. Citogenotoxicidade, diversidade
genética e estrutura populacional de Vochysia divergens Pohl (vochysiaceae) no
Pantanal mato-grossense. Orientadora: Profa. Dra. Ana Aparecida Bandini Rossi;
Coorientadora: Dra. Kelli Evelin Miiller Zortéa.

Conhecida popularmente no Brasil como cambara, Vochysia divergens Pohl. pertence
a familia Vochysiaceae, € uma espécie arbodrea, naturalmente encontrada em terrenos
inundaveis e matas ciliares do Pantanal. Sua madeira é utilizada para confeccao de
canoas, cochos e brinquedos, além disso a espécie também possui uso medicinal,
ornamental e de reflorestamento. Apesar de ser amplamente utilizada, ndo ha estudos
no que diz respeito ao seu potencial citogenotéxico, nem a sua diversidade genética.
Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial
citogenotéxico de extratos aquosos (infuso e decocto) da casca do caule de V.
divergens, por meio do teste Allium cepa, bem como caracterizar a diversidade e a
estrutura genética em populacdes nativas no pantanal mato-grossense por meio de
marcadores moleculares microssatélites. A avaliacdo do potencial citogenotéxico foi
realizada a partir de dois tipos de extratos aquosos (infuso e decocto), com cinco
concentracdes distintas e dois controles, sendo a agua destilada (controle negativo) e
o sulfato de cobre penta-hidratado (controle positivo). Os dois extratos aquosos
apresentam potencial citogenotéxico sobre as células do meristema apical de Allium
cepa, com excec¢do da concentracdo de 200 mg mlt do extrato tipo infuso, pois ndo
diferiu estatisticamente do controle negativo. A diversidade e estrutura genética foram
avaliadas em 152 individuos distribuidos em seis popula¢cfes naturais no pantanal
mato-grossense, por meio de sete marcadores moleculares microssatélites. Foram
amplificados 33 alelos, com média de 4,71 alelos por locus. As seis popula¢cdes
apresentam He menor que Ho. O indice de fixacdo foi negativo, indicando maior
heterozigosidade nas populac¢des. O PIC variou de 0,110 a 0,729 e apenas um locus
foi pouco informativo. Foram encontrados 4 alelos raros e 13 exclusivos nas
populacdes. O maior componente de variacao foi dentro das populacdes (52,78%) e
a estimativa de fluxo génico foi de 0,26, indicando um baixo fluxo génico entre as
populagbes. Os agrupamentos geraram trés grupos, onde observa-se que a estrutura
genética ndo esta relacionada com a distancia geografica entre as populacdes.
Vochysia divergens possui potencial citogenotoxico e suas populacdes nativas no
Pantanal mato-grossense apresentam niveis de diversidade genética importante que
podem auxiliar em préaticas que assegurem 0 manejo e a conservacao da espécie.

Palavras-Chave: Cambarda; Plantas medicinais; Microssatélites.
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ABSTRACT

ROVEDA, Ana Paula; M.Sc. Mato Grosso State University Carlos Alberto Reyes
Maldonado — UNEMAT, February 2023. Cytogenotoxicity, genetic diversity and
population structure of Vochysia divergens Pohl (Vochysiaceae) in the Pantanal
of Mato Grosso state, Brazil. Advisor: Prof. Dr. Ana Aparecida Bandini Rossi; Co-
advisor: Dr. Kelli Evelin Miiller Zortéa.

Popularly known in Brazil as cambara, Vochysia divergens Pohl. belongs to the
Vochysiaceae family and is an arboreal species naturally found in floodplains and
riparian forests of the Pantanal. Its wood is used to make canoes, feeding troughs and
toys, and the species also has medicinal, ornamental and reforestation uses. Despite
being widely used, there are no studies regarding its cytogenotoxic potential nor its
genetic diversity. Thus, the present study aimed to evaluate the cytogenotoxic potential
of aqueous extracts (infusion and decoction) of the stem bark of V. divergens, using
the Allium cepa test, as well as to characterize the diversity and genetic structure of
native populations in the Pantanal of Mato Grosso state, Brazil, using microsatellite
molecular markers. The evaluation of its cytogenotoxic potential was carried out with
two types of aqueous extracts (infusion and decoction), with five different
concentrations and two controls, these being distilled water (negative control) and
copper sulphate pentahydrate (positive control). The two aqueous extracts have
cytogenotoxic potential on the cells of the apical meristem of Allium cepa. The
exception was the concentration of 200 mg ml* of the infused extract, since it did not
differ statistically from the negative control. The genetic diversity and structure were
evaluated in 152 individuals distributed in six natural populations in the Pantanal of
Mato Grosso state using seven microsatellite molecular markers. A total of 33 alleles
were amplified, with an average of 4.71 alleles per locus. The six populations present
He lower than Ho. The fixation index was negative, which indicated greater
heterozygosity in the populations. The PIC ranged from 0.110 to 0.729 and only one
locus was uninformative. We found 4 rare and 13 exclusive alleles in the populations.
The largest component of variation was within populations (52.78%) and the gene flow
estimate was 0.26, which indicates low gene flow among populations. The clusters
generated three groups. It is observed that the genetic structure is not related to the
geographical distance among populations. Vochysia divergens has cytogenotoxic
potential and its native populations in the Pantanal of Mato Grosso state present levels
of important genetic diversity that can help in practices that ensure the management
and conservation of the species.

Keywords: Cambara; Medicinal plants; Microsatellites.
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1. INTRODUCAO GERAL

Considerada a maior planicie alagada do mundo, o Pantanal mato-grossense
ocupa uma area aproximada de 140.000 km? no territério brasileiro, situado entre os
estados de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, esta localizado na Bacia Hidrografica
do Alto Paraguai (SOUZA et al., 2006). E um dos biomas mais Umidos que possui
diferentes unidades de paisagem, das quais interagem entre as épocas de cheia e
seca (NASCIMENTO et al., 2020).

Assim, o Pantanal apresenta diversas fitofisionomias, como campos
sazonalmente inundaveis, capdes de cerrado, cordilheiras, florestas riparias, além de
formacdes monodominantes (POTT et al., 2011). Dentre as espécies que fazem parte
dessas formac¢des monodominantes no Pantanal, estd a Vochysia divergens Pohl,
espécie de porte arbéreo com caracteristicas ecolégicas e fisiolégicas que
proporcionam sua disseminacéo e dominéancia em campos sazonalmente inundados,
formando extensas faixas de florestas, conhecidas como cambarazais (NUNES DA
CUNHA et al., 2002; NUNES DA CUNHA & JUNK 2004).

A espécie é utilizada para fins medicinais pela populacdo local (GUARIM
NETO et al, 2006; JESUS et al.,, 2009), mas sem informacdes farmacoldgicas
necessarias para seu uso correto. Pesquisas nessa area podem trazer dados
relevantes, contribuindo para a insercdo de drogas seguras e eficazes para
comunidade, visando o combate de diversas patologias (BUFFON et al., 2001).

Vochysia divergens além do seu potencial medicinal, possui valor madeireiro,
ornamental, ecologico e de reflorestamento (POTT & POTT, 1994; LORENZI, 1998;
CARVALHO, 2014), o que torna importante a realizacdo do manejo sustentavel da
espécie, de maneira a evitar a perda de variabilidade genética. O conhecimento da
diversidade genética de uma espécie auxilia sua conservacdo e sustentabilidade.
Estudos genéticos em populagdes naturais avaliam fatores como grau de diversidade
genética entre os individuos, estrutura genética espacial, distribuicdo dos genotipos
dentro e entre as populacdes, taxas de cruzamentos, fluxo génico e o grau de
isolamento das populacées (MORAES et al., 2005; BRANDAO et al., 2011).

A avaliacdo da diversidade genética pode ser realizada com o auxilio dos
marcadores moleculares, que permitem detectar a variacdo genética nas espeécies

diretamente a nivel de DNA (CRUZ et al., 2011). A criacéo da técnica de Reagdo em
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Cadeia da Polimerase (PCR) possibilitou o desenvolvimento de muitos marcadores,
entre eles o SSR (Simple Sequence Repeats) ou microssatélites (LITT & LUTY, 1989).
Os marcadores moleculares SSR, sdo codominantes, detectam individuos
heterozigotos, formando locus genéticos altamente polimérficos (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998).

Apesar de ser uma espécie amplamente utilizada no Pantanal, ndo h& estudos
sobre sua citogenotoxicidade e sdo escassos estudos sobre a diversidade genética e
estrutura populacional (ZORTEA, 2022), que possam fornecer dados sobre sua
toxicidade e informacdes que contribuam para conservacéo e uso da espécie. Desse
modo, esse trabalho tem por objetivo avaliar o potencial citogenotoxico de extratos
aguosos (infuso e decocto) da casca de V. divergens, por meio do teste Allium cepa,
bem como caracterizar a diversidade e a estrutura genética espacial em populacdes
nativas no Pantanal mato-grossense por meio de marcadores moleculares
microssatélites.

Este trabalho esta dividido em dois capitulos. O primeiro capitulo descreve
sobre a citogenotoxicidade da espécie. O segundo capitulo, aborda a diversidade e a
estrutura genética por meio de marcadores moleculares microssatélites em

populacdes naturais de V. divergens localizadas no Pantanal mato-grossense.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Pantanal mato-grossense

O Pantanal é uma extensa planicie sazonalmente inundavel, localizada na
Bacia Hidrogréafica do Alto Paraguai, possuindo aproximadamente 152.389 km? de
extensdo (PARANHOS FILHO et al., 2014), em que 70% estao em territorio brasileiro
e as demais porcbes encontra-se na Bolivia e no Paraguai (SABINO, 2015). E uma
regido com influéncia fitogeografica dos biomas vizinhos, como Cerrado, Floresta
Amazonica, Floresta Atlantica e o Chaco (ALHO & SILVA, 2012).

O Pantanal mato-grossense foi dividido em 11 pantanais, onde Silva e Abdon
(1998) levaram em consideracao alguns critérios relacionados ao material de origem,
como tipo de solo, drenagem, altimetria e vegetacdo associados as bacias
hidrograficas, o que possibilitou a divisdo de 11 sub-regides sendo estas: Pantanal de
Céceres; Poconé; Bardo de Melgaco; Paiaguas e Nhecolandia; Abobral; Miranda e
Aquidauana; Nabileque; Paiaguas e o Pantanal de Porto Murtinho.

O regime de inundacdo do Pantanal é composto por quatro estacdes
sazonais: enchente, cheia, vazante e seca, que sao fatores determinantes para a
ocorréncia dos principais processos bhiéticos e abibticos do bioma, assim como a
formacao das diferentes unidades da paisagem (ADAMOLI, 1995). Essas unidades
apresentam diferentes fitofisionomias, compreendendo &reas desde campos
inundaveis até formacoes florestais, que formam um mosaico de ecossistema (ALHO
& GONCALVES, 2005). O ciclo hidrolégico e a geomorfologia contribuem para a
formacdo desses mosaicos, desempenhando importante papel no suporte a rica
biodiversidade regional (ALHO, 2008).

A variacdo sazonal expde as comunidades de plantas da regido a restricées
na obtencgao de recursos, devido as mudangas ambientais frequentes, principalmente
0 estresse hidrico, seja pela falta ou excesso de agua (JUNK & DA SILVA, 2000;
SCREMIN-DIAS et al., 2011). No entanto, essa mistura de habitats permanente ou
temporariamente inundados favorece para a riqueza da vegetacéao e produtividade do
sistema, uma vez que ao ocorrer as inundacdes, ocorre também uma ciclagem de
nutrientes, tornando o ambiente altamente féertil (ALHO, 2008; GONCALVES et al.,
2011).



Oscilagcdes nos niveis de inundacdo alteram os padrdes de sucessao das
espécies vegetais, uma vez que a vegetacao é constantemente substituida devido ao
estresse hidrico (ABDON et al.,, 2001; JUNK & DA SILVA, 2000). Esse tipo de
dindmica beneficia as espécies pioneiras, que sdo adaptadas aos ambientes
perturbados (RICKLEFS, 2011) que € o caso da Vochysia divergens.

Além das é&reas de inundacgdo, o Pantanal também apresenta formacédo de
florestas ribeirinhas e ambientes ndo inundaveis (cordilheiras e capdes de cerrado),
gue fornecem abrigo e alimento para fauna, além de contribuirem para a producéo de
serapilheira, ciclagem dos nutrientes e regulagao da temperatura (JUNK et al., 1989).

Devido as acdes antrdpicas, mudancas vem ocorrendo na paisagem
pantaneira, ameacando processos ecoldgicos e a biodiversidade desse bioma (ALHO
& SABINO, 2012). Essas mudancas sao decorrentes da extracdo de madeira para uso
local nas propriedades e abertura de novas areas para introducdo de pastagens
(ALHO et al., 2011; DAMASCENO JUNIOR et al., 2009).

2.2 Vochysia divergens Pohl

A familia Vochysiaceae compreende oito géneros e cerca de 250 espécies,
com distribuicdo predominantemente neotropical, sendo que no Brasil ocorrem seis
géneros e 166 espécies (FLORA E FUNGA DO BRASIL, 2023). Dentro dessa familia
encontra-se 0 género Vochysia que inclui 89 espécies, seus representantes
caracterizam-se por possuir flores com corola geralmente de 3 pétalas, célice e corola
amarelos, androceu formado por um estame inserido na base da pétala central e
ovario supero (FLORA E FUNGA DO BRASIL, 2023).

Vochysia divergens Pohl, cujo epiteto especifico “divergens” significa
“divergente” ou “cores distintas dos lados da folha”, € uma espécie arbdrea, podendo
chegar a mais de 18m de altura, copa frondosa, tronco ereto e cilindrico, com casca
clara e partida, possui madeira moderadamente pesada, macia e de facil manuseio,
usada para confeccdo da canoa pantaneira, cocho, vara de porteira, rancho, tabuas,
compensado, caixas, brinquedos, celulose e lenha (POTT & POTT, 1994; LORENZI,
1998).

A espécie ocorre na Bolivia, Brasil e Peru (GBIF, 2022). No Brasil, possui
distribuicdo geogréfica nas regides: Norte (Amazonas, Par4, Rondbnia, Tocantins),

Nordeste (Bahia, Maranhdo) e Centro-Oeste (Goias, Mato Grosso do Sul, Mato
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Grosso), nos dominios fitogeograficos Amazonia, Cerrado e Pantanal, em vegetacfes
do tipo Cerrado (lato sensu), Floresta Ciliar ou Galeria (Figura 1) (FLORA E FUNGA
DO BRASIL, 2023).

Figura 1. Distribuicdo geogréfica de Vochysia divergens no Brasil. As areas coloridas indicam as
regides de ocorréncia. Verde: Norte; amarelo: Centro-oeste; alaranjado: Nordeste. Fonte: Flora e Funga
do Brasil (2023).

Vochysia divergens possui caule com cértex esfoliante; ramos jovens
cilindricos, sericeo-adpressos. Estipulas 0,8-2,0 mm compr., triangulares,
persistentes. Folha simples, 4-5-verticiladas; peciolo 3,0-4,5 cm compr., canaliculado
sericeo-adpresso, auséncia de nectéarios extraflorais na base do peciolo; laminas 9,0—
14,0 cm compr. x 3,4-4,5 cm larg., oblanceoladas, apice retuso, base aguda, margem
inteira a levemente sinuosa, revoluta, face adaxial glabra, face abaxial esparso-
sericea, nectarios extraflorais e glandulas ausentes. Inflorescéncia tirso, terminal,
cincinos 1-3 flores, raque 30,0—-46,5 cm compr. Flores vistosas, calice gamossépalo,
2 sépalas laterais, 3 mm compr., 2 superiores, 5 mm compr., obovadas, puberulentas,
margens ciliadas; célcar 9-10,1 mm compr., esparsamente puberulento; corola
zigomorfa, amarela, 1 pétala inferior, 14—15 mm compr., 2 laterais, 7-10 mm compr.,
obovadas, puberulentas, 1 pétala superior, 12-15 mm compr., obovada, puberulenta;
1 estame, 11,05 mm compr., antera 9,05 mm compr., deiscéncia rimosa; 2
estaminddios, 1,1 x 1,0 mm; estigma clavado, estilete 15-18,2 mm compr., glabro;
ovario supero, 1,9-2,2 mm compr. x 1,9-2,0 mm larg., densamente sericeo. Fruto
capsula, 2,0-2,3 cm compr. x 1,0-1,02 cm larg., 3-costelado, rugoso, esparso-sericeo
(Figura 2).
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Figura 2. Vochysia divergens. (A) habito; (B) tronco; (C) detalhe da casca; (D) inf

it

lorescéncia

L
; (E) botao

floral; (F) flor — pétalas laterais (seta 1), pétala maior (seta 2), pétala inferior (seta 3) e célcar (seta 4);
(G) estame — estaminddios (seta); (H) estigma; (I) frutos. Fonte: a autora.
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Na medicina popular o cha das folhas de Vochysia divergens € preparado
contra asma e gripe e o cha da casca é utilizado no tratamento de Ulceras e como
anti-inflamatoério. Da casca também pode ser feito um xarope para o tratamento de
apendicites (GUARIM NETO et al, 2006; JESUS et al., 2009).

A espécie floresce de julho a setembro e os frutos amadurecem de dezembro
a janeiro. Devido a beleza de suas flores € ornamental, muito apicola e visitada por
beija-flores e macacos em busca de néctar, sua flor serve de alimento para peixes,
além disso seus galhos servem de abrigo para fauna (POTT e POTT, 1994; LORENZI,
1998).

Vochysia divergens produz grande quantidade de sementes viaveis,
disseminadas pelo vento e pela agua, e por apresentar rapido crescimento é indicada
para reflorestamento (LORENZI, 1998). E uma espécie invasora de pastagens e como
ndo cresce a propria sombra vai avancando sobre o campo, formando florestas
monodominantes chamadas de cambarazais. Ocorre em matas ciliares, capdes,
campos de inundacao por rio, corixo ou vazante, solos argilosos e arenosos (POTT e
POTT, 1994).

2.3 Citogenotoxicidade e teste Allium cepa

As plantas medicinais sdo usadas no mundo todo para o tratamento de
doencas e em sua maioria ndo foram estudadas o suficiente no que diz respeito ao
potencial citotoxico/mutagénico, o qual pode ser monitorado pelo uso do sistema teste
de Allium cepa L. (BAGATINI et al., 2007).

Dentre os efeitos toxicos causados pelas substéncias produzidas pelas
plantas, estdo a citotoxidade caracterizada pela acéo antiproliferativa do ciclo celular
(PASTORI et al, 2015) e a genotoxidade que se refere as altera¢des na estrutura do
DNA em células somaticas ou germinativas causadas pela exposicao a determinados
compostos (FONSECA & PEREIRA, 2004).

O Programa Internacional de Seguranca Quimica (IPCS) e o Programa
Ambiental das Na¢bdes Unidas (UNEP) aprova o método de avaliacdo de alteracdes
cromossOmicas em raizes de Allium cepa, como um teste eficiente para analise e
monitoramento da genotoxicidade de substéncias ambientais, onde as alteracdes
podem variar desde mutagenicidade e antimutagenicidade até aumento e diminuicdo
da proliferacdo celular nas pontas de raizes (CABRERA & RODRIGUEZ, 1999).
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O teste A. cepa é eficiente e simples, uma vez que as cebolas sédo de baixo
custo, faceis de armazenar, manusear e o meristema radicular constitui um sistema
conveniente para avaliacdo microscopica de danos cromossdmicos. O fato de
fornecer condicdes citoldgicas nas células da ponta de suas raizes, fez desta espécie
um material classico para estudo da mitose normal em plantas (BABICH et al., 1997).

Esse tipo de teste tem sido muito utilizado em estudos referentes aos efeitos
de extratos vegetais, visando a deteccao da citogenotoxicidade (DO CARMO et al.,
2020; BISPO et al, 2021; NEVES et al., 2022). Além disso, também tem importancia
no monitoramento da poluicdo ambiental e avaliacdo do potencial mutagénico de
muitos compostos quimicos, uma vez que as células meristematicas de raizes de
plantas sdo indicadores apropriados para detectar efeitos clastogénicos causados por
poluentes ambientais (MA et al., 1995).

O teste é capaz de indicar a presenca de substancias toxicas, citotoxicas e
até mutagénicas que podem colocar em risco a sobrevivéncia dos organismos
(FERREIRA et al., 2012). Dessa forma, € um dos bioensaios mais utilizados para
avaliacdo de danos em cromossomos, formacdo do fuso mitdtico, deteccdo de
micronucleos e variagdes no percentual de células em divisdo (OLIVEIRA et al., 2012;
XAVIER et al., 2011; LEME & MARIN-MORALES, 2008).

2.4 Diversidade genética e estrutura populacional

O estudo da diversidade genética em populacdes naturais inclui a descricéo
dos niveis de variagdo genética mantida dentro das populacdes, assim como a forma
em que a variacado genética é dividida entre as populacdes (LOVELESS & HAMRICK,
1987). A variacdo genética é um fator primordial para que ocorra a adaptacéao,
evolucdo e sobrevivéncia de espécies arbdreas.

A medida da diversidade genética intrapopulacional esta relacionada com a
capacidade das populacdes de se adaptarem as alteracbes ambientais, pois refere-
se ao numero total de alelos existentes na populagéo, ou seja, riqgueza alélica ali
presente, principal parametro utilizado na determinacdo de areas prioritarias para
conservacgao (PETIT etal., 1998). O conhecimento da diversidade e estrutura genética
espacial sdo importantes para 0 manejo dos recursos genéticos vegetais (SOUZA et
al., 2007).



A estrutura genética evidencia a distribuicdo da variabilidade genética entre e
dentro das popula¢des (HAMRICK, 1982). A estrutura populacional de uma espécie é
formada por um conjunto de caracteristicas genéticas e demograficas, resultado da
acdo e das interacbes de uma série de mecanismos evolutivos e ecoldgicos
(MARTINS, 1987). Entre esses mecanismos estd a dispersdo de sementes,
competicao inter e intraespecifica e a heterogeneidade do ambiente, que podem afetar
os padrbes de distribuicdo espacial dos individuos dentro de uma populacao
(LOVELESS & HAMRICK, 1984). A analise da estrutura genética € utilizada para
estimar as diferencgas ou relacdes entre as populacdes e, inferir os fatores evolutivos
como fluxo génico, migracdo, mutacdo ou deriva genética (VINSON et al., 2018).

O fluxo génico é a mudanca evolutiva na frequéncia dos alelos causada pelo
movimento de gametas entre populacées de uma mesma espécie, sendo considerado
um dos principais fatores evolutivos estimados para estudos que visem a conservacao
de espécies, por promover a evolucao, espalhando novos genes e combinacdes
génicas entre populacbes de uma determinada espécie (SLATKIN, 1985; 1987). A
interrupcdo das trocas genéticas entre as populacdes, seja por fatores naturais ou
antrépicos, permite um acumulo de diferencas genéticas ao longo do tempo nessas
populacées (SLATKIN, 1985). Nas plantas devido a mobilidade limitada, o fluxo génico
pode ocorrer através da dispersdo de sementes ou através da dispersao de polens,
onde o sucesso migratério dos agentes de dispersdo de polens e sementes
determinam o nivel de fluxo génico existentes entre as populacdes (ENNOS, 1994).

A estimativa de parametros de diversidade e da estrutura genética de
populacdes pode ser realizada por meio de marcadores moleculares, ferramentas

importantes que auxiliam no subsidio de projetos de conservacao (GOIS et al., 2018).

2.5 Marcadores moleculares SSR

Em 1980 surgiram os marcadores moleculares que tiveram destaque por
serem fenotipicamente neutros, aplicaveis a qualquer material vegetal em diferentes
estagios de desenvolvimento, permitindo obter um ndmero quase ilimitado de
polimorfismos distribuidos aleatoriamente ao longo de todo o genoma (FALEIRO,
2007; GUIMARAES et al., 2009). Um marcador molecular pode ser definido como
sendo qualquer fenétipo molecular oriundo de um gene expresso ou de um segmento
especifico de DNA (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).
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Marcadores moleculares possuem importantes aplicagcdes no que diz respeito
a conservacdo de espécies, pois possibilitam acessar a variabilidade genética,
analisar os sistemas de cruzamento e estimar o fluxo génico (KALIA et al., 2011).
Dentre os varios tipos de marcadores moleculares existentes, destacam-se 0s
Microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats), que sdo sequéncias simples
repetidas em tandem, com um a seis nucleotideos, estando presentes no genoma de
eucariotos e procariotos (LI et al., 2002).

Os SSRs séao utilizados para estudos sobre a diversidade de populacdes
naturais e de espécies cultivadas, além disso, também s&o aplicados para construcéo
de mapas genéticos (GUPTA & VARSHNEY, 2000; ALMEIDA et al., 2009; BARROSO
et al., 2010). Para a obtencdo de marcadores SSR é preciso desenvolver primers
especificos para espécie em estudo, por meio da construcdo de bibliotecas
gendmicas, selecdo e sequenciamento dos clones positivos e desenho dos primers.
Em espécies geneticamente relacionadas, esses primers podem ser usados para
obter os marcados microssatélites (FALEIRO et al., 2003; FALEIRO, 2007).

Os microssatélites sdo muito utilizados para a deteccéo de polimorfismo entre
as sequéncias de DNA, demonstrando assim a diversidade genética, onde se
destacam em estudos com espécies de plantas de individuos heterozigotos e
diploides, por possuirem carater codominante, ou seja, em eletroforese quando
disponivel, permite a visualizacdo de ambos os alelos (LITT & LUTY, 1989;
FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998; GRATTAPAGLIA, 2007).

Além da capacidade de gerar altos niveis de polimorfismo, os microssatélites
ainda possuem como vantagens, alta reprodutibilidade, simplicidade na anélise
técnica (PCR), pequena quantidade de DNA requerida, baixo custo, grande poder de
resolucdo e ainda sao transferiveis entre as geracdes (OLIVEIRA et al., 2006;
GRATTAPAGLIA, 2007).
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4. CAPITULOS

4.1 CAPITULO |

CITOGENOTOXICIDADE DE EXTRATOS AQUOSOS DA CASCA DE Vochysia
divergens POHL (VOCHYSIACEAE)

RESUMO

O uso de plantas medicinais faz parte da medicina popular e dentre as diversas
plantas medicinais utilizadas como fitoterapico, encontra-se a Vochysia divergens
Pohl, conhecida popularmente como cambara, usada por populares para o tratamento
de infeccbes, asma e distarbios digestivos. Apesar de ser uma espécie muito utilizada
pela populacdo pantaneira, ndo ha estudos sobre sua citogenotoxicidade que
comprovem a seguranca de seu uso. Nesse sentido, este trabalho objetivou avaliar o
potencial téxico, citotoxico e genotdxico de extratos aquosos infuso e decocto da
casca de V. divergens, por meio do teste Allium cepa. A avaliagéo foi realizada a partir
de dois tipos de extratos aquosos, infuso e decocto, com cinco concentragdes distintas
(12,5 mg mlt, 25 mg ml%, 50 mg mlt, 100 mg mlt e 200 mg ml?) e dois controles,
sendo a agua destilada o controle negativo e o sulfato de cobre penta-hidratado o
controle positivo. Foram avaliados o crescimento do sistema radicular (CSR), o indice
mit6tico (IM) e a frequéncia de alteracdes cromossdmicas e/ou anormalidades nas
fases da divisdo celular. Os dois extratos aquosos avaliados apresentam potencial
toxico, citotdéxico e genotdxico sobre as células do meristema apical de Allium cepa,
com excecdo da concentracdo de 200 mg ml?! do extrato tipo infuso, a qual ndo
apresentou aumento ou inibicdo do indice mitético. O extrato aquoso do tipo infuso foi
0 que causou menos alteracdes na divisdo celular, sendo o mais recomendado para
utilizacdo como fitoterapico, pois apresenta um menor risco a saude.

Palavras-Chave: Cambara; Plantas medicinais; Fitoterapia.
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CYTOGENOTOXICITY OF AQUEOUS EXTRACTS FROM THE BARK OF Vochysia
divergens POHL (VOCHYSIACEAE)

ABSTRACT

The use of medicinal plants is part of popular medicine and among the various
medicinal plants used as herbal medicine, there is Vochysia divergens Pohl, popularly
known as cambard, used by people to treat infections, asthma and digestive disorders.
Despite being a species widely used by the Pantanal population, there are no studies
on its cytogenotoxicity that prove the safety of its use. In this sense, this work aimed
to evaluate the toxic, cytotoxic and genotoxic potential of infused and decocted
agueous extracts of V. divergens bark, using the Allium cepa test. The evaluation was
carried out from two types of aqueous extracts, infused and decocted, with five different
concentrations (12.5 mg ml%, 25 mg mlt, 50 mg mlt, 100 mg mI* and 200 mg mlt)
and two controls, distilled water being the negative control and copper sulphate
pentahydrate the positive control. Root system growth (CSR), mitotic index (Ml), and
frequency of chromosomal alterations and/or abnormalities in cell division phases were
evaluated. The two aqueous extracts evaluated showed toxic, cytotoxic and genotoxic
potential on the cells of the apical meristem of Allium cepa, with the exception of the
concentration of 200 mg ml* of the infused extract, which did not show an increase or
inhibition of the mitotic index. The aqueous extract of the infused type was the one that
caused the least alterations in cell division, being the most recommended for use as a
herbal medicine, as it presents a lower risk to health.

Keywords: Cambara; Medicinal plants; Phytotherapy.
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1. INTRODUCAO

A fitoterapia e 0 uso de plantas medicinais fazem parte da medicina popular
compondo um conjunto de saberes advindo de seus usuarios e praticantes (BRUNING
et al. 2012). O uso de plantas para fins medicinais € uma pratica muito antiga, em que
para muitas comunidades simboliza o Unico meio terapéutico utilizado para tratar
diversas enfermidades (VIANA & RAMOS, 2019).

O uso de espécies vegetais para a prevencao e tratamento de doencas vem
sendo transmitido ao longo das geracdes, onde o preparo tradicional é repassado com
base apenas em seus efeitos benéficos, sem o conhecimento de propriedades,
constituicbes e composicdo quimica presentes nessas plantas medicinais, que podem
causar efeitos adversos (SOUZA et al., 2020; PEDROSO & PIRES, 2021). Fazendo-
se necessario estudos que validem esses saberes tradicionais disseminados pela
cultura popular, avaliando os riscos e beneficios para que seja realizada a utilizacédo
adequada (PEDROSO & PIRES, 2021).

Dentre as diversas plantas medicinais utilizadas como fitoterapico encontra-
se a Vochysia divergens Pohl, conhecida popularmente como cambara, usada na
medicina popular para o tratamento de infec¢Bes, asma e distarbios digestivos. O chéa
de suas folhas é preparado contra asma e gripe, e 0 cha da casca € utilizado no
tratamento de Ulceras e como anti-inflamatério. Da casca também pode ser feito um
xarope para o tratamento de apendicites (GUARIM NETO et al, 2006; JESUS et al.,
2009).

O uso de chas é amplamente utilizado para fins medicinais, com isso, vem
aumentando o numero de pesquisas que assegurem essas formas de tratamento,
visando avaliar os possiveis riscos e efeitos que essas plantas podem causar ao DNA
(CABARAVDIC, 2010).

O teste Allium cepa L. é um dos varios protocolos de estudos que existem
para tal finalidade, pois permite avaliar os efeitos toxicos e citotoxicos de extratos
aquosos vegetais, através da reducdo do crescimento das raizes e da diminuigdo do
indice mitdtico, respectivamente (ALMEIDA et al., 2019), como também os efeitos
genotoxicos, por meio da analise da presenga de micronucleos ou de anormalidades
da anéafase-tel6fase (FISKESJO & LEVAN, 1994).
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Esse teste € considerado como um bioindicador de possiveis efeitos de
produtos quimicos, extratos de plantas e misturas complexas sobre a atividade celular
(HISTER et al., 2017), recomendado para avaliar niveis de mutagenicidade e
toxicidade em plantas medicinais (BAGATINI et al., 2007). As plantas medicinais
mesmo quando usadas sob a forma de extratos aquosos podem conter substancias
(mutagénicas ou toxicas) que oferecem riscos a saude (BOCHNER et al., 2012).

Desse modo, a utilizacdo do teste A. cepa para estudos com plantas
medicinais é vantajoso, pois possui baixo custo, facilidade de cultivo, alta sensibilidade
e confiabilidade, além de poder ser correlacionado com outros testes, inclusive os
realizados em mamiferos (GRANT, 1982; FISKESJO, 1985; LEME & MARIN-
MORALES, 2009).

Considerando que o cambara é muito utilizado pela populacdo pantaneira
para fins medicinais e que ha necessidade de mais estudos que comprovem a sua
seguranca, este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial téxico, citotdxico e
genotdxico de extratos aquosos (infuso e decocto) da casca de V. divergens, por meio
do teste Allium cepa.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local de Coleta

Foram coletadas cascas do caule de individuos adultos de V. divergens na

Baia do Malheiros, localizada no municipio de Caceres-MT (Figura 1). As mesmas

foram secas em temperatura ambiente e levadas ao Laboratério de Genética Vegetal

e Biologia Molecular (GenBioMol) da UNEMAT, Campus Universitario de Alta Floresta,

para a realizacdo do teste A. cepa.
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Figura 1. Localizagdo geogréafica da coleta das cascas de V. divergens na Baia do Malheiros, no

municipio de Caceres, Mato Grosso, Brasil. Fonte: a autora.

2.2 Extratos Aquosos

Foram preparados dois tipos de extratos aquosos (infuso e decocto) com as

cascas de V. divergens, seguindo as orientacdes da Resolucdo da Diretoria Colegiada
(RDC) n° 26/2014 (BRASIL, 2014). As cascas foram pesadas em balanca de precisao

(Figura 2A) e utilizadas para preparo dos extratos aquosos do tipo infuso (EAI) e

decocto (EAD) (Figura 2B). Para cada um dos extratos foram avaliadas cinco

concentragdes (12,5 mg mlt, 25 mg mlt, 50 mg mlt, 100 mg ml* e 200 mg ml?),
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sendo que para obtencéo do extrato de maior concentragéo foram utilizados, 1.500 ml
de agua destilada e 300 g de casca do caule de V. divergens. As demais
concentracfes foram obtidas a partir da diluicdo do extrato mais concentrado.

O extrato do tipo infuso foi obtido por meio do aquecimento da agua até o
ponto de fervura (100 °C), sendo a mesma vertida sobre o material vegetal (casca do
caule). O recipiente foi fechado e deixado em repouso por 10 minutos e, logo apés,
filtrado e diluido para obtencédo das cinco concentracdes.

Para o extrato do tipo decocto o material vegetal (casca do caule) foi colocado
em um recipiente juntamente com a agua e levado a fervura por cinco minutos,
contados apdés o inicio da fervura. Ao atingir a temperatura ambiente, o extrato foi

filtrado e diluido nas concentracfes a serem avaliadas.

Figura 2. Preparo dos extratos aquosos. (A) Cascas de Vochysia divergens pesadas na balanca de
precisdo, (B) Preparo dos extratos aquosos do tipo decocto e infuso.

2.3 Teste Allium cepa L.

O teste A. cepa foi realizado de acordo com a metodologia proposta por
Fiskesjo (1985) e Babich et al. (1997), onde os catéfilos e raizes secas foram retiradas
cuidadosamente dos bulbos, sendo estes previamente colocados em agua destilada
para emissdo de raizes e 48h depois, transferidos para os extratos aquosos a serem
testados (Figura 3).

Os bulbos de A. cepa, foram submetidos a cinco concentracdes de EAl e EAD
obtidos da casca V. divergens, sendo que a agua destilada, considerada como

concentracdo 0 mg ml foi utilizada como controle negativo (CN) e o sulfato de cobre
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penta-hidratado (CuS04.5H20) na concentracdo de 0,64 mg ml?t, como controle
positivo (CP). Para a obtencédo do CP, foi preparada uma solugdo de 100 mg L* de
CuS04.5H20, conforme Palacio et al. (2013), sendo que a partir desta solucéo foi
realizada a diluicdo para a concentracdo de 0,64 mg mlt (FERREIRA et al., 2022;
SANTOS et al., 2021). O sulfato de cobre pentahidratado, utilizado como CP é um
composto quimico téxico que causa danos na estrutura celular, citado na literatura em
bioensaios de citogenotoxicidade e mutagenicidade utilizando Allium cepa
(CARDOSO et al., 2022; SOARES et al., 2022; MESSIAS et al, 2021).

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC)
e o0s bulbos organizados em um esquema 2 x 5 + 2, sendo dois tipos de extrato (EAI,
EAD), cinco concentracfes e dois tratamentos controle (CN e CP) com 10 repeticdes
cada. Os bulbos foram mantidos em camara de germinacdo do tipo B.O.D.
(Biochemical Oxygen Demand), onde permaneceram em temperatura controlada (25
°C + 2) e na auséncia de luz por 48 horas, conforme metodologia proposta por Babich
et al. (1997). ApGs esse periodo, os bulbos foram retirados da camara de germinacéo

para a realizacdo das avaliacdes de citogenotoxicidade.

Figura 3. Preparo do Bioensaio pelo método descontlnuo (A) Retlrada das escamas externas dos
bulbos da cebola, (B) Enraizamento dos bulbos em agua destilada, (C) Bulbos transferidos para os
extratos aquosos e alocados em cdmera de germinacao.

2.4 Avaliacdo do potencial toxico, citotdoxico e genotoxico
Para avaliagdo do potencial téxico foram mensurados o crescimento do
sistema radicular (CSR) com auxilio do paquimetro digital (Mitutoyo). Para esta
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avaliagdo foram selecionadas, ao acaso, 20 raizes de cada concentracdo dos EAI,
EAD, CN e CP totalizando 100 raizes de cada extrato e 20 de cada controle.

O potencial citotdxico foi obtido por meio do indice Mitético (IM) e o potencial
genotoxico foi avaliado a partir da verificagdo da presenca e da frequéncia de
alteracdes cromossdmicas e/ou anormalidades nas fases da diviséo celular.

Para andlise do potencial citotoxico e genotédxico foram coletadas raizes dos
bulbos de A. cepa de cada concentragéo de ambos os extratos. O material foi colocado
em solucéao fixadora (3:1, etanol: acido acético (v/v)) por 24 horas, em temperatura
ambiente, sendo entdo transferidas para etanol 70% e mantidas sob refrigeragéo (+ 4
°C) até o preparo das laminas.

O IM foi obtido através da equacéao “A” proposta por Pires et al. (2001), ja a
frequéncia de alteracdo cromossdmica f(A) foi calculada através da equagao “B”,

enquanto o indice de alteragdo cromossomica (lIA) foi obtido por meio da equagéo “C”:

A) IM = n° de células em mitose x 100

n° de células observadas

n° de células com alteragoes
B) f(A) = , 8% x 100
n° de células em divisdo

n°® de células com alteragdes
100

C) IA=

total de células observadas

2.5 Preparo das laminas e contagem das células

Para o preparo das laminas foi utilizada a metodologia proposta por Souza et
al. (2005), as radiculas foram lavadas em &gua destilada por cinco minutos,
hidrolisadas em &acido cloridrico (HCI) 1N por 15 minutos e novamente lavadas em
agua destilada por cinco minutos (Figura 4A). Para o preparo das laminas foi utilizado
0 meristema apical de uma a trés raizes, sendo este corado com, aproximadamente,
100 pL de orceina acética 2%. Com auxilio de um bastdo de vidro o meristema foi

levemente pressionado e, posteriormente, coberto com laminula (Figura 4B).
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Figura 4. (A) Lavagem das raizes em agua destilada e 4cido cloridrico, (B) Preparo das laminas a partir
da técnica de esmagamento.

Foram preparadas oito laminas por concentracdo de cada um dos extratos
avaliados, assim como do CN e do CP. Foram analisadas 250 células por lamina,
totalizando 2.000 células para cada tratamento e 10.000 ce€lulas por extrato. As
laminas foram observadas em microscépio 6ptico (BIOVAL), em magnitude de 400x,
pelo método de varredura, sendo registrado para cada lamina o nimero de células em
cada fase do ciclo celular (intérfase, profase, metafase, anafase, teléfase), bem como,
quando presentes as alteracdes em cada uma delas. O registro fotogréfico foi
realizado utilizando uma camera digital CMOS (1.3 MP), colorida, acoplada ao

microscopio e para captura e edicdo de imagem utilizou-se o software TSview.

2.6 Analise dos dados

Foram realizados o teste de Shapiro-Wilk e de Levene, afim de verificar a
normalidade e homogeneidade dos dados, respectivamente. Os dados do
comprimento da raiz foram transformados em V (raiz quadrada). Em seguida, os dados
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias significativas foram
comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Para os dados com
interacdo foram montados gréficos usando software Excel. As analises estatisticas

foram realizadas com auxilio do programa R (RStudio, 2021).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito toxico dos extratos aquosos de V. divergens
A analise de variancia (ANOVA) revelou uma interacdo significativa entre as
concentracfes e 0s extratos aquosos da casca do caule de V. divergens sobre o

crescimento do sistema radicular (Tabela 1).

Tabela 1. Resumo da andlise de variancia (ANOVA) para o efeito dos extratos de Vochysia divergens
e suas concentracdes sobre o comprimento da raiz de Allium cepa

Fonte de Variacao GL QMR
Extrato 5 20,72**
Concentracao 1 6,03**
Extrato x Concentragao 5 3,61**
Média - 3,99

GL: Grau de liberdade, QMR: Quadrado Médio do Residuo, ** significativo a 1% de probabilidade.
Desvio padrao 0,86.

Foi possivel observar variagdes nos comprimentos das raizes de acordo com

as concentragdes dos extratos (Figura 5).

25,00 50,00 100,00
mg ml! mg ml" mg ml"

EAD

Ve

// "
0\
25,00 50,00 100,00 200,00
mg mi-! mg ml"! mg ml-! mg ml-!

Figura 5. Comprimento das raizes dos bulbos de Allium cepa ap0s exposicdo a diferentes
concentracdes (mg/ml) de extratos aquosos da casca do caule de Vochysia divergens. Extrato aquoso
do tipo infuso (EAI) e extrato aquoso do tipo decocto (EAD). CN: controle negativo, agua destilada (0
mg mlt) e CP: controle positivo, 0,64 mg ml-! de sulfato de cobre pentahidratado.
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O comprimento médio da raiz em todas as concentracfes do EAI se diferiu
estatisticamente do CN, estimulando o CSR, j& para o EAD as concentracfes de
12,50; 25,00 e 50,00 mg mlt estimularam o CSR, a concentracédo de 100,00 mg ml*?
apresentou resposta similar ao CN e a concentracéo de 200,00 mg ml?inibiu o CSR
(Tabela 2). A maioria das concentragdes testadas estimulou o CSR, para Bezerra et
al. (2016) o crescimento do sistema radicular esta ligado a intensa atividade mitotica
gue acontece no tecido meristematico.

Nesse estudo foi observado além do aumento e inibicdo do CSR, uma
mudanca de coloracdo nas pontas de algumas raizes, essas observac¢des de acordo
com Fiskesjo (1985) sdo parametros macroscopicos utilizados como indicativo de
toxicidade em teste de A. cepa, constatando-se que as concentracdes testadas
apresentaram efeito toxico em ambos o0s extratos testados com excecdo da

concentracdo de 100,00 mg ml-* do EAD.

Tabela 2. Teste de médias para o comprimento da raiz de Allium cepa submetidas a diferentes
concentracgdes e extratos aguosos de Vochysia divergens

o Extrato
Concentragao Infuso Decocto
00,00 mg ml? 11,69 bA 11,69 bcA
12,50 mg ml*t 21,24 aA 16,68 abB
25,00 mg mlt 18,86 aA 18,22 aA
50,00 mg ml? 21,21 aA 18,09 aA
100,00 mg ml*t 21,18 aA 12,20 bcB
200,00 mg ml*t 19,97 aA 8,94 cB

Médias seguidas pelas mesmas letras mailscula na linha e mindscula na coluna nao diferem
estatisticamente entre si pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade. 0,00 mg mI* = CN (controle negativo).

No grafico de interacdo (Figura 6) é possivel visualizar que as concentracées
do EAI estimularam o CSR, enquanto as concentracbes do EAD apresentaram
respostas variadas. Na concentracdo de 200,00 mg mlt houve um estimulo do CSR

para EAIl, enquanto que para o EAD houve uma inibicao.
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Figura 6. Gréfico de interacdo entre os extratos e concentracdes para a variavel crescimento do
sistema radicular. CP: controle positivo.

3.2 Efeito citotoxico dos extratos aquosos de V. divergens

Para o IM, a Analise de Variancia (ANOVA) revelou interagdo significativa
entre as concentracdes e 0s extratos aquosos da casca do caule de V. divergens
(Tabela 3).

Tabela 3. Resumo da analise de variancia (ANOVA) para o efeito dos extratos de Vochysia divergens
e suas concentragdes sobre o indice mitético de células meristematicas de Allium cepa

Fonte de Variacao GL QMR
Extrato 1 345,00**
Concentracao 5 833,20**
Extrato x Concentragao 5 77,6**
Média - 28,72

GL: Grau de liberdade, QMR: Quadrado Médio do Residuo, ** significativo a 1% de probabilidade.
Desvio padrao 7,99.

Para o EAI todas as concentracfes estimularam o IM, com excecao da de
200,00 mg ml?! que apresentou resposta similar ao CN, ja para o EAD todas as
concentragdes estimularam o IM, com excec¢édo da de 200,00 mg ml* que inibiu o IM
(Tabela 4). Segundo Smaka-Kinc (1996), a reduc¢éo do IM é uma forma confiavel de
determinar a presenca de substancias citotdxicas. Por outro lado, o aumento do IM
indica que houve uma inducao da divisdo celular, podendo ser considerada prejudicial
as células, uma vez que pode levar ao aparecimento de tumores nos seres Vivos

(GRIPPA et al., 2010). O aumento ou diminuigdo do IM representa indicios de efeitos
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citotéxicos, visto que, este é indicador de uma proliferacdo celular adequada
(TEDESCO & LAUGHINGHOUSE, 2012; LEME & MARIN-MORALES, 2009).

Portanto, o aumento e a diminuicdo do IM observados no presente estudo,
indicam potencial citotoxico dos extratos aquosos de V. divergens com excecdo da
concentracéo de 200,00 mg mltdo EAL.

Tabela 4. Teste de médias para o indice mitético (IM) das células meristematicas de Allium cepa
submetidos a diferentes concentracdes e extratos aquosos de Vochysia divergens

o Extrato

Concentragao Infuso Decocto
00,00 mg ml? 21,85 cA 21,85 cA
12,50 mg mlt 36,85 aA 33,90 aA
25,00 mg ml? 38,45 aA 28,10 bB
50,00 mg ml? 35,85 abA 28,60 abB
100,00 mg ml*t 31,35 bA 32,75 abA
200,00 mg ml*t 19,35 cA 15,75 dA

Médias seguidas pelas mesmas letras mailscula na linha e mindscula na coluna nao diferem
estatisticamente entre si pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade. 0,00 mg mI* = CN (controle negativo).

No grafico de interacdo (Figura 7) € possivel visualizar um estimulo do IM em
todas as concentracdes de ambos extratos testados, com excec¢ado da concentracéo

de 200,00 mg ml* que apresentou resposta similar ao CN para EAI e inibiu o IM no
EAD.
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Figura 7. Gréafico de interacdo entre os extratos e concentracdes para a variavel indice mitético. CP:
controle positivo.
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3.3 Efeito genotoxico dos extratos aquosos de V. divergens

As concentracdes 12,50 mg ml* do EAl e 100 mg mlt do EAD apresentaram,
respectivamente, 22,39% e 21,22% de alteracdes cromossdmicas, ficando proximo
ao percentual de alteracbes do CP (29,06%). Foram observadas alteracbes
cromossémicas em todas as concentragdes (Tabela 5) sendo que a metafase irregular
e anafase com cromossomo isolado foram as alteragBes que apareceram com maior
frequéncia nas concentracfes testadas. As alteracdes podem ser visualizadas na

figura 8.

Tabela 5. AlteragGes cromossdmicas observadas durante a divisdo celular de células de Allium cepa
submetidas aos extratos aquosos de casca de Vochysia divergens

EAI
Concentragdes Pl MI ACA APC TCA TA f(A) A
(mg ml?)
12,50 12 64 67 0 22 165 22,39% 8,25%
25,00 13 64 61 1 10 149 19,38% 7,45%
50,00 14 41 63 1 8 127 17,71% 6,35%
100,00 3 20 6 1 0 30 4,78% 1,50%
200,00 8 1 1 0 0 10 2,58% 0,50%
EAD
12,50 0 28 43 0 4 75 11,06% 3,75%
25,00 0 46 44 1 22 113 20,11% 5,65%
50,00 1 55 51 0 9 116 20,28% 5,80%
100,00 5 65 56 0 13 139 21,22% 6,95%
200,00 0 6 12 0 0 18 571% 0,90%
CN 0 0 0 0 0 0 0,00% 0,00%
CP 1 15 8 1 9 34 29,06% 1,70%

EAI= Extrato Aquoso Infuso; EAD= Extrato Aquoso Decocto; CN= Controle Negativo; CP= Controle
Positivo; Pl= Préfase Irregular; MI= Metafase irregular; ACA= Anafase com Cromossomo Adiantado;
APC= Anéafase com Ponte Cromossbémica; TCA= Tel6fase com Cromossomo Adiantado; TA= Total de
Células com Alteracéo; f(A)= Frequéncia de Alteracdo Cromossdmica; IA= indice de Alteragéo
Cromossoémica.
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Figura 8. Alteracdes cromossOmicas observadas durante a diviséo celular das raizes de Allium &epa.
(A) Profase irregular, (B) Metéfase irregular, (C) Anafase com cromossomo adiantado, (D) Anafase com
ponte cromossomica, (E) Teléfase com cromossomo adiantado. Barra de 20 ym.

Todas as concentracBes testadas apresentaram potencial genotoxico com
percentual de alteracbes cromossdmicas que variaram de 2,28% a 22,39% (Tabela
5). Para Russel (2002) as alteracbes cromossdmicas sdo caracterizadas por
modificacdes na estrutura cromossémica ou no namero total de cromossomos, que
podem ocorrer de forma espontanea ou por meio do resultado da exposi¢éo a agentes
fisicos ou quimicos.

O EAD foi 0 que causou maior alteracédo celular, apesar de ser o método
extrativo mais indicado para partes de drogas vegetais com consisténcia rigida, como
a casca (BRASIL, 2014). Tal fato pode estar relacionado ao aumento gradativo da
temperatura da 4gua durante a decoccdo, favorecendo a extracdo de substancias com
diferentes polaridades (MANAHAN, 2012). J4 o método extrativo infuso devido haver
uma diminuigdo da temperatura inicial ao longo do tempo de infuséo, acaba reduzindo
a extracdo dos compostos presentes no material vegetal (RAMALHO et al., 2013).

Os resultados desse estudo revelaram um efeito citogenotéxico do extrato
aquoso da casca de V. divergens sobre as raizes de A. cepa. Segundo Galindo et al.
(2012), substancias toxicas podem nao mostrar efeitos agudos nos organismos
expostos, mas podem causar danos teciduais, danos genéticos em células somaticas
e germinativas, acumulo de contaminantes e neoplasias. Peron et al. (2009) indicam
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que alteracdes na divisdo celular e no material genético podem trazer consequéncias
severas a saude humana.

Portanto, extratos aquosos que apresentam potencial citogenotoxico a partir
de bioensaios como o teste A. cepa, podem ser considerados indicativos de que o
fator quimico testado pode apresentar um risco a saude (BELCAVELLO et al., 2012,
CARVALHO et al., 2017).

Hess et al. (1995) ao estudarem a presenca de compostos com atividades
biolégicas e farmacoldgicas com a casca do caule de V. divergens, descreveram trés
substancias quimicas, B-sitosterol, acido betulinico e &cido sericico, sendo que este
ultimo foi o principal constituinte ativo isolado com acéo antibacteriana. O -sitosterol
possui atividades antimicrobiana, anti-inflamatéria, anticancerigena, angiogénico,
antioxidante, imunomoduladora, antidiabética (AMBAVADE et al., 2014), antitlcera
(LING & JONES, 1995) e gastroprotetora (NAVARRETE et al.,, 2002). O &cido
betulinico também apresenta atividades anticancerigena e anti-inflamatéria (FULDA,
2009; POTZE et al., 2014), além de antiviral, antibacteriana, antimalarica e antitumoral
(HSU et al., 2015). O fato dessas substancias quimicas apresentarem acao anti-
inflamatoria, pode explicar em partes, 0o uso popular dessa planta para o tratamento
de doencas infecciosas.

O B-sitosterol apresenta baixa toxicidade (AMBAVADE et al., 2014) e o acido
betulinico possui citotoxicidade, sendo alta para células cancerigenas e baixa para
células saudaveis (LUO et al., 2016; TIWARI et al., 2014; PISHA et al., 1995). Apesar
do baixo potencial toxico e citotdéxico dessas substancias quimicas, estas podem ter
contribuido de alguma maneira para os resultados obtidos no presente estudo. Se faz
necessario novas pesquisas sobre a composicao quimica da casca de V. divergens,
a fim de verificar se ha outras substancias que possam apresentar um potencial toxico,
citotdéxico ou genotdxico maior.

Apesar dos beneficios, as substancias quimicas presentes nesses
metabdlitos secundarios, chamadas de principios ativos, podem em determinadas
guantidades apresentar efeitos téxicos, ou seja, acabam causando danos ao

organismo ao invés de beneficios (HISTER, 2021).
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4. CONCLUSOES

Os extratos aquosos do tipo infuso e decocto da casca do caule de V.
divergens nas concentracfes testadas, apresentaram efeito toxico e citotoxico em
células de Allium cepa, evidenciado pelo aumento/inibicdo do crescimento do sistema
radicular e indice mitético, respectivamente.

Todas as concentragcbes de ambos os extratos (infuso e decocto),
apresentaram potencial genotdxico, comprovado pela presenca de alteracdes
cromossOmicas. O EAI foi o que causou menos altera¢cdes na diviséo celular, sendo o
mais recomendado para utilizacdo como fitoterapico, pois apresenta um menor risco
a saude.

Este resultado fornece dados basicos no que diz respeito a citogenotoxicidade
de V. divergens, fazendo-se necessario um aprofundamento dos estudos com outros
tipos de teste que verifiguem suas substancias quimicas com potencial toéxico e
mutagénico, contribuindo dessa forma para tratamento seguro de enfermidades
tratadas por meio da espécie através da medicina popular, bem como a producéo de

medicamentos pela industria farmacéutica.
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4.2 CAPITULO I

DIVERSIDADE GENETICA E ESTRUTURA POPULACIONAL DE Vochysia
divergens POHL (VOCHYSIACEAE) POR MEIO DE MARCADORES
MOLECULARES SSR

RESUMO

Vochysia divergens Pohl. (Vochysiaceae), conhecida popularmente como cambara, é
uma espécie arborea, encontrada em terrenos inundaveis e matas ciliares do
Pantanal. A espécie é utlizada para fins madeireiros, no reflorestamento, no
paisagismo, na recuperacao de areas degradadas e para o uso medicinal. No entanto,
h& pouco estudo referente a sua diversidade genética, que possam fornecer dados
gue visem sua conservacao. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi caracterizar a
diversidade e a estrutura genética espacial em populacfes nativas de V. divergens no
Pantanal mato-grossense por meio de marcadores moleculares microssatélites.
Foram amostrados um total de 152 individuos de V. divergens em seis populacdes. A
caracterizagdo molecular foi realizada com sete primers SSR e os dados de
diversidade e estrutura genética foram obtidos por meio dos programas Power Marker,
Arlequim, PopGene, Genes e Structure. Foram encontrados 33 alelos com média de
4,714 alelos por locus. O PIC médio foi de 0,449. A He foi menor que Ho em todas as
populacdes analisadas, indicando maior heterozigosidade nas populacfes. Foram
encontrados quatro alelos raros e 13 alelos exclusivos nas populagbes, onde a
populacao Transpantaneira apresentou o maior numero destes. A analise de variancia
molecular demonstrou que o maior componente de variagdo encontra-se dentro das
populacées. O valor do Fst (0,47223) revela que ha diferenca entre as populacbes
analisadas e essa diferenca pode estar relacionada com o baixo fluxo génico entre as
populacdes que foi de 0,26. Os agrupamentos geraram trés grupos, onde observa-se
gue a estrutura genética ndo esta relacionada com a distancia geografica entre as
populacdes. Os resultados indicam que o baixo fluxo génico e a diferenciacao genética
encontrada entre as populaces, podem estar relacionados a processos de retracao
e expansdo decorrentes da inundacdo, fogo e fatores edaficos que ocorrem no
Pantanal mato-grossense e que as seis populacdes analisadas apresentam niveis de
diversidade genética importante para auxiliar em préaticas que assegurem o0 manejo e
a conservacao da espécie.

Palavras-Chave: Cambara; Pantanal; Microssatélites.
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GENETIC DIVERSITY AND POPULATION STRUCTURE OF Vochysia divergens
POHL (VOCHYSIACEAE) BY MEANS OF SSR MOLECULAR MARKERS

ABSTRACT

Vochysia divergens Pohl. (Vochysiaceae), popularly known as cambara, is a tree
species, found in floodplains and riparian forests in the Pantanal. The species is used
for timber purposes, in reforestation, landscaping, recovery of degraded areas and
medicinal use. However, there are almost no studies regarding its genetic diversity,
which can provide data aimed at its conservation. Thus, the objective of this work was
to characterize the diversity and spatial genetic structure in native populations of V.
divergens in the Pantanal of Mato Grosso by means of microsatellite molecular
markers. A total of 152 V. divergens individuals were sampled in six populations.
Molecular characterization was performed with seven SSR primers and diversity and
genetic structure data were obtained using Power Marker, Arlequin, PopGene, Genes
and Structure programs. We found 33 alleles with an average of 4,714 alleles per
locus. The average PIC was 0.449. The He was lower than Ho in all analyzed
populations, indicating greater heterozygosity in the populations. Four rare alleles and
13 exclusive alleles were found in the populations, where the Transpantaneira
population had the highest number of these. Molecular analysis of variance showed
that the largest component of variation is found within populations. The FST value
(0.47223) reveals that there is a difference between the populations analyzed and this
difference may be related to the low gene flow between the populations, which was
0.26. The clusters generated three groups, where it is observed that the genetic
structure is not related to the geographic distance between the populations. The results
indicate that the low gene flow and genetic differentiation found among the populations
may be related to processes of retraction and expansion resulting from flooding, fire
and edaphic factors that occur in the Pantanal of Mato Grosso and that the six
populations analyzed present important levels of genetic diversity to assist in practices
that ensure the management and conservation of the species.

Keywords: Cambara; Pantanal; Microsatellites.
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1. INTRODUCAO

Vochysia divergens Pohl., conhecida popularmente como cambard, pertence
a familia Vochysiaceae € uma espécie arbodrea, naturalmente encontrada dispersa em
terrenos inundaveis e matas ciliares do Pantanal, podendo formar populacdes
homogéneas denominadas de cambarazais (LORENZI, 2008; POTT et al., 2011).

No Pantanal o cambara € considerado uma das principais espécies
madeireiras, podendo ser aproveitada racionalmente através de manejo florestal
(OLIVEIRA et al., 2018). Apresenta madeira macia e de facil manuseio, muito utilizada
na confecgéo de canoas, cochos, brinquedos, dentre outros (LORENZI, 2008). E uma
espécie importante para recuperacdo de matas ciliares e areas de preservacgao
permanente (CARVALHO, 2014).

A casca, folhas e seiva séo utilizadas na medicina popular, para o tratamento
de infec¢Bes, asma e distarbios digestivos (GUARIM NETO et al., 2006; JESUS et al.,
2009). Devido a exuberancia de sua floracdo que é apicola, pode ser usada no
paisagismo (POTT & POTT, 1994; LORENZI, 2008). E uma espécie amplamente
utilizada no Pantanal mato-grossense, no entanto, ha poucos estudos relacionados a
sua diversidade genética e estrutura populacional (ZORTEA, 2022) que possam
fornecer dados para o desenvolvimento de programas que visem a exploracéo
sustentavel das populacdes naturais e conservagcdo dos recursos genéticos in situ e
ex situ.

O desenvolvimento de estratégias para a conservagcdo e manejo sustentavel
de uma espécie engloba o conhecimento de sua forma de reproducéo, distribuicdo da
diversidade genética dentro e entre populacbes, niveis de diversidade
intrapopulacional, tamanho efetivo e distribuicdo espacial de genétipos (KAGEYAMA
et al., 2003a).

A diversidade genética é fonte fundamental para biodiversidade (HUGHES et
al., 2008). A avaliacdo da estrutura genética populacional e dos niveis de diversidade
genética auxilia na compreensdo dos efeitos ocasionados pela fragmentacéo
ambiental e sua influéncia sobre a dinamica populacional (SUJII et al., 2015). O estudo
da diversidade genética em populacbes naturais pode ser realizado por meio de
marcadores moleculares, que séo ferramentas que fornecem informagdes relevantes

para subsidiar a adocao de estratégias de manejo e conservagéao (SILVA et al., 2020).
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Dentre os marcadores moleculares disponiveis destaca-se os SSR (Simple
Sequence Repeat) que constituem em um par de primers complementares as
sequéncias que flanqueiam os microssatélites (IDREES & IRSHAD, 2014).
Apresentam a vantagem de serem codominantes e altamente especificos, além disso,
cada microssatélite constitui um locus genético altamente varidvel, multialélico e de
grande conteudo informativo (CAIXETA et al., 2016).

Diante do exposto, esse trabalho tem por objetivo caracterizar a diversidade
e a estrutura genética espacial em popula¢gbes nativas de Vochysia divergens no

Pantanal mato-grossense por meio de marcadores moleculares microssatélites.

41



2. MATERIAL E METODOS

2.1 Area de estudo

O estudo foi realizado no bioma Pantanal, localizado no estado de Mato
Grosso, Brasil. As coletas foram realizadas em seis popula¢des nativas, sendo estas:
Barrdo de Melgaco - Rio Cuiaba (BMO) sete individuos; Porto de Fora & Mimoso
(PFM) 25 individuos; Rio S&o Lourenco — Porto Jofre (RSL) nove individuos; Santo
Antdnio do Leverger (SAL) 25 individuos; Transpantaneira — Poconé (TPR) 40
individuos e Céceres (CAS) 46 individuos (Figura 1). Foram amostrados um total de

152 individuos de V. divergens.
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Figura 1. Localizagdo geogréfica das seis populacdes naturais de Vochysia divergens no Pantanal de
Mato Grosso, Brasil. Fonte: a autora.

2.2 Coleta do material vegetal

Foi coletado material foliar de cada individuo, distribuidos aleatoriamente nas
seis populacdes nativas, sendo essa amostragem realizada com uma distancia
minima de 30 m de um individuo para o outro. Foram selecionadas folhas

preferencialmente sadias em estagio intermediario de desenvolvimento. O material
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foliar foi desidratado em silica gel, levado ao Laboratério de Genética Vegetal e
Biologia Molecular (GenBioMol) no Centro de Pesquisa e Tecnologia da Amazonia
Meridional (CEPTAM) da Universidade do Estado de Mato Grosso Carlos Alberto
Reyes Maldonado (UNEMAT), campus de Alta Floresta e conservado em temperatura

de -4°C até seu posterior uso.

2.3 Extracédo de DNA
O DNA genbmico total foi extraido de aproximadamente 300 mg de folhas,
seguindo o método CTAB descrito por Doyle e Doyle (1987) com modificacfes

propostas por Zortéa et al. (2021) (Figura 2).

4
Figura 2. Principais etapas da extracdo de DNA foliar de Vochysia divergens seguindo o protocolo
CTAB. (A) Bancada preparada para o inicio da trituragdo das folhas com nitrogénio liquido, (B) P6
resultante da trituragdo foliar, (C) Transferéncia da folha triturada para microtubos, (D) Resultado da
primeira centrifugacdo separando a fase aquosa da organica, (E) Separacéo das fases para retirada
do sobrenadante, (F) Formacé&o do pellet.

A quantidade e qualidade do DNA extraido foi analisada por meio de
eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio (10 pug mL™)
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998) e fotodocumentados em transluminador LTB
— 20x20 STi Loccus Biotecnologia® sob luz ultravioleta, utilizando o sistema LPix-STi
Loccus Biotecnologia® (Figura 3A e B). A quantificacdo foi realizada por comparacgao
com marcador de peso molecular conhecido DNA Lambda (100ng/uL) e através do
Micro espectrofotometro ND-3800-OD NANO DOT Hercuvan (Figura 3C). Apés, a

quantificacdo, as amostras do DNA extraidas foram diluidas em agua destilada
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autoclavada e padronizadas a uma concentracéo de 10 ng pL™? para realizacdo das

amplificagbes via Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

Figura 3. Quantificagdo do DNA. (A) Fotodocumentacéo do gel em transiluminador sob luz ultravioleta,
(B) Eletroforese em gel de agarose a 1%, com amostras de DNA de seis individuos, com repeticdes,
de Vochysia divergens pertencentes a populagdo RSL, M: marcador 100 ng/uL, (C) Leitura das
amostras de DNA no micro espectrofotdmetro.

2.3 Amplificagao via PCR

As amplificacbes via Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foram
realizadas utilizando sete pares de primers SSR desenvolvidos por Lowe et al. (2002)
para Vochysia ferruginea e com transferibilidade comprovada por Zortéa et al. (2021)
para V. divergens (Tabela 1).
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Tabela 1. Primers SSR usados para amplificar o DNA de Vochysia divergens

Locus Repeticdo microssatélite Tamanho do fragmento? Ta (°C)
AL-08 (GA)10 166 - 180 55
Al1-10 (GA)13 180 - 190 55
Al1-20 (GT)sGAGT(GA)12 112 - 133 55
Al-26 (GA)10AA(GA)9 150 - 188 55
Al1-33 (GA)15 148 - 188 55
Al1-35 (GA)17 160 - 194 55
A1-39 (GA)sGG(GA)sGG(GA)s 160 - 190 55

1Tamanho do fragmento encontrado por Zortéa et al. (2021). Ta: temperatura de anelamento.

As reacdes de amplificacdo foram realizadas em um volume final de 10uL
contendo: 1,5uL de tampédo 5x GoTaq Colorless Promega®, 0,2 mM de dNTPs, 2,25
mM de MgClz, 0,5 uM de cada primer (F e R), 0,12uL de Taq DNA polimerase (5U/uL),
10 ng de DNA e agua ultrapura. As amplificac6es foram conduzidas em termociclador
Eppendorf seguindo o programa descrito por Lowe et al. (2002), com as seguintes
etapas: desnaturacgao inicial a 94°C por 3 minutos; um programa touchdown de 95 °C
por 15s, 65°C por 25s e 72°C por 35s por 11 ciclos, em que a temperatura de
anelamento diminuiu 1°C por ciclo; seguido de 25 ciclos com temperatura de
anelamento de 55°C e uma extensao final de 15 minutos a 72°C.

A confirmacéo da amplificacdo dos produtos da PCR foi realizada a partir da
aplicacao de 3 uL da reacéo em gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etidio
(10pug/mL1) e visualizado em transiluminador. Apés confirmacéo, os produtos da
amplificacdo foram separados em gel de Agarose MetaPhor® 3%, através da
eletroforese em tampao de corrida TBE 1X (Tris, acido bérico e EDTA) a 60 volts, por
cerca de quatro horas. Os géis com os produtos das amplificacBes para cada primer
(Figura 4) foram fotodocumentados com auxilio do transiluminador. As imagens foram
utilizadas para avaliar o nimero e o tamanho dos fragmentos amplificados por meio

do programa Lablmage®, através da comparacdo com DNA Ladder 100 pb (Cellco®).
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Figura 4. Fotodocumentacéo dos produtos amplificados para o primer A1-26 na populacdo TPR em gel
de agarose MetaPhor 3%. M: Marcador DNA Ladder 100pb Cellco®.

2.4 Analise dos dados

A montagem da matriz por primer foi realizada com base nas informacdes do
tamanho dos fragmentos amplificados. A diversidade genética foi caracterizada
quanto ao numero de alelos, niumero médio de alelos por locus (Na), heterozigosidade
observada (Ho) e esperada (He) em equilibrio de Hardy-Weinberg, conteddo de
informacéao polimérfica (PIC) e coeficiente de endogamia (f) para cada populacéo e
para cada loco. Estas analises foram realizadas com auxilio do software Power Marker
v. 3.25 (LIU & MOUSE, 2005). O coeficiente de endogamia (f) foi calculado para cada
populacdo e para cada locus de acordo com o método de Weir e Cockerham (1984),
este coeficiente varia de -1 a +1, em gue valores positivos indicam excesso de
homozigotos e valores negativos, excesso de heterozigotos.

A frequéncia dos alelos na espécie e a frequéncia de alelos por locus dentro
de cada populacao foi obtida no software Power Marker v. 3.25 e os gréficos foram
montados no Excel. A partir destes dados, os alelos foram classificados de acordo
com sua frequéncia, sendo considerados alelos raros 0s que apresentam frequéncia
igual ou inferior a 0,05 (MARSHALL & BROWN, 1975; YANG & YEH, 1992).
Considerou-se exclusivos os alelos que ocorreram em apenas uma populacao,
independente da frequéncia.

A andlise da variancia molecular (AMOVA) utilizada para inferir sobre a
estrutura genética das populagdes por meio da decomposicao total nos componentes
entre e dentro de populacdes foi obtida no software ARLEQUIN 3.01 (EXCOFFIER et
al., 2006). O valor do fluxo génico (Nm) foi obtido por meio do programa PopGene
1.32 (YEH et al., 1999). A correlacdo entre a similaridade genética e a distancia
geografica das diferentes populacdes analisadas foi realizado por meio do teste de

Mantel, com 1.000 permutacdes pelo programa Genes (CRUZ, 2016).
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A matriz dos valores de distancia genética de Nei (1983) entre as populacdes
gerada no Power Marker V.3.25 foi importada para o software Genes (CRUZ, 2016)
para a construcdo do dendrograma utilizando o método UPGMA (unweighted
pairgroup method with arithmetic averages). Este método de agrupamento foi
escolhido por ser o que melhor representou a variagdo genética em estudo, com base
no valor do coeficiente de correlacdo cofenética (CCC) estresse e distor¢cao.

Para inferir o numero de grupos (k) foi utilizado o programa “Structure”
(PRITCHARD et al., 2000), baseado em estatistica bayesiana. Para cada valor de K
(1 a 9) foram realizadas 20 corridas, 200.000 “burn-ins” e 500.000 simulagdes de
Monte Carlo de Cadeias de Markov (MCMC). O K mais provavel em relacdo aos
propostos foi definido por meio dos critérios sugeridos por Pritchard e Wen (2004) e
também por Evano et al. (2005), os resultados foram enviados para o site Structure
Harvester (EARL et al., 2012). E a andlise das coordenadas principais (PCoA) foi
realizada pelo programa GenAlEx 6.5® (PEAKALL & SMOUSE, 2012).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Diversidade genética de Vochysia divergens

Os sete marcadores microssatélites amplificaram um total de 33 alelos em V.
divergens com variacdo de 3 a 10. O numero médio de alelos por locus (4,714) foi
menor que o encontrado por Zortéa (2022) em V. divergens utilizando os mesmos
primers. Contudo, Zortéa (2022) analisou individuos pertencentes aos biomas
Amazobnia, Cerrado e Pantanal, enquanto o presente estudo analisou apenas
individuos do Pantanal. A média da He foi maior que a Ho. O indice de fixac&o foi
positivo para os locus A1-10, A1-20, A1-33 e A1-39 indicando maior homozigosidade,
ja os locus AL-08, A1-26 e A1-35 obtiveram o indice de fixagcdo negativo indicando

uma maior heterozigosidade (Tabela 2).

Tabela 2. Estimativa da diversidade genética por locus microssatélite em Vochysia divergens

Locus NI NA PIC He Ho F

AL-08 151 4 0,398 0,466 0,536 -0,148
Al1-10 152 4 0,409 0,486 0,000 1,000
Al1-20 149 10 0,729 0,749 0,181 0,759
Al-26 152 3 0,465 0,525 0,730 -0,388
Al1-33 152 3 0,110 0,113 0,059 0,479
A1-35 150 5 0,660 0,710 0,873 -0,226
Al1-39 152 4 0,370 0,418 0,125 0,702
Média 151,143 4,714 0,449 0,495 0,358 0,280

NI = nimero de individuos analisados por locus; NA = Numero de alelos; He = Heterozigosidade
esperada; Ho = Heterozigosidade observada; PIC = Conteudo de informagéao polimérfica; f = indice de
fixacdo (endogamia).

Analisando os valores do Conteudo de Informacdo Polimérfica (PIC),
observou-se um valor médio de 0,449, variando de 0,110 (A1-33) a 0,729 (A1-20)
(Tabela 2). De acordo com Botstein et al. (1980), os marcadores moleculares séao
classificados como satisfatorios em contetudo informativo quando apresentam PIC
superior a 0,50, mediamente informativos com valores que vao de 0,25 a 0,50 e pouco
informativo com valores inferiores a 0,25. Diante desse resultado, pode-se verificar
gue o conjunto de primers testados para V. divergens foram eficazes em detectar
polimorfismo nas populacbes em questdo, demonstrando potencial para futuros
estudos com a espécie, apesar do primer Al1-33 ter sido classificado como pouco

informativo.
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A média de alelos encontrada por populacdo foi de 12,666, sendo que a
populacdo PFM apresentou o maior numero de alelos (16). A He foi menor que a Ho
em todas as populacdes e a populacdo TPR apresentou o maior valor de Ho (0,468).
O indice de fixac&o foi menor que zero para todas as populacdes, indicando maior
heterozigosidade nas populacdes, do que o esperado pelo equilibrio de Hardy-
Weinberg (Tabela 3).

Tabela 3. Estimativa da diversidade genética por populacédo de Vochysia divergens, obtidas com sete
locus microssatélites

Populacéo NI NA He Ho f
BMO 7 10 0,162 0,306 -0,875
PFM 25 16 0,260 0,322 -0,216
RSL 9 10 0,289 0,438 -0,472
SAL 25 13 0,287 0,300 -0,023
TPR 40 13 0,356 0,468 -0,303
CAS 46 14 0,257 0,304 -0,172

Espécie 152 12,666 0,495 0,358 0,280

NI = nimero de individuos utilizados na analise; NA = NUmero de alelos; He = Heterozigosidade
esperada; Ho = Heterozigosidade observada; f = indice de fixagdo (endogamia). BMO: Barrdo de
Melgaco; PFM: Porto de Fora a Mimoso; RSL: Rio S&o Lourenc¢o; SAL: Santo Antbnio do Leverger;
TPR: Transpantaneira; CAS: Caceres.

A heterozigosidade observada e o indice de fixacdo sugerem que as
populacdes analisadas de V. divergens apresentam diversidade genética e auséncia
de endogamia. Moura et al. (2009) relatam que esse fato esta relacionado a sele¢éo
favoravel do genotipo heterozigoto nos locus estudados.

Os locus AL-08, Al-26 e A1-35 apresentaram alelos com frequéncias
similares mostrando distribuicdo uniforme, enquanto os demais locus apresentaram
distribuicdo pouco uniforme com maior frequéncia de um ou dois alelos ou maior

namero de alelos em baixa frequéncia (Figura 5).
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Figura 5. Distribuicdo da frequéncia alélica nos sete locus microssatélites analisados nas seis
populacdes naturais de Vochysia divergens.

Através da andlise da frequéncia alélica por populacdo foram encontrados
guatro alelos raros (frequéncia <0,05), distribuidos em trés populagbes: PFM (1), SAL
(1) e TPR (2) e 13 alelos exclusivos, distribuidos em cinco populagées: PFM (2), RSL
(3), SAL (1), TPR (6) e CAS (1). A populacdo TPR apresentou 0 maior nimero de
alelos exclusivos, sendo dois destes também classificados como raros.

De acordo com Montagna et al. (2012) os alelos raros sdo mais susceptiveis
a serem perdidos em decorréncia a efeitos da deriva genética, devido apresentarem
baixa frequéncia, enquanto os alelos exclusivos podem ser usados como indicativo de
gue sdo populagbes e areas prioritarias para conservacdo. Desse modo as
populacbes nativas de cambarad do Pantanal mato-grossense apresentam-se como
areas prioritarias para conservacao in situ da diversidade genética da espécie.
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Resultados semelhantes foram obtidos por Zortéa (2022) ao estudar a
diversidade genética de V. divergens nos trés biomas presentes no estado de Mato
Grosso (Amazonia, Cerrado e Pantanal), onde encontrou além dos alelos raros e
exclusivos na populacédo analisada no Pantanal, um alelo comum e com distribuicéo
local indicando que € uma populacdo importante para conservacao, pois esse alelo
esta relacionado com o processo de adaptacao da espécie nesse bioma.

3.2 Estrutura genética em populagfes naturais de Vochysia divergens
A andlise de variancia molecular demonstrou que houve diferenciacédo
genética significativa (p<0,000) entre as populacdes e que o maior componente de

variacdo encontra-se dentro das populacdes (52,78%) (Tabela 4).

Tabela 4. Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) das seis populac¢des de Vochysia divergens a partir
de sete marcadores microssatélites

Fonte de Variacao GL SQ CVv VT (%) Valor de P
Entre populagbes 5 218,683 0,902 47,22 p<0,000
Dentro de populacdes 298 300,294 1,007 52,78
Total 303 518,977 1,909

GL = Grau de Liberdade; SQ = Soma dos Quadrados; CV = Componente de Variancia; VT = Variancia
Total e p sdo as probabilidades de ter um componente de varidncia maior que os valores observados
ao acaso. As probabilidades foram calculadas por 1.023 permutacfes ao acaso. FST= 0,23462.

O Fst (0,47223) demonstrou que héa diferenca entre as populagdes analisadas
e essa diferenca pode estar relacionada com o baixo fluxo génico entre as populagbes
que foi de 0,26. Segundo a classificagdo de Wright (1978), essa diferenciagao
genética é considerada elevada, por apresentar valor de Fsr superior a 0,25. V.
divergens é uma espécie predominantemente alégama (ZORTEA, 2022), segundo
Konzen (2014), quando se trata de espécies albgamas, altos valores de diferenciacéo
genética indicam baixo fluxo génico entre as populagdes.

Embora, exista uma grande diferenciacao entre as populagdes a maior parte
da diversidade genética encontra-se distribuida dentro das popula¢cfes. Kageyama et
al. (2003) afirmam que esse tipo de padrdo de distribuicdo estd de acordo com o
observado para espécies arbéreas albgamas ou de sistema misto,
predominantemente alégamas, com mecanismo de dispersdo do poélen e das
sementes eficiente.

O sistema de dispersao de V. divergens € realizado pelo vento e pela agua
(NUNES DA CUNHA & JUNK, 2004; CARVALHO, 2014). No Pantanal a inundacao
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favorece a dispersdo de espécies como V. divergens (JUNK & WANTZEN, 2004),
causando seu espalhamento, onde periodos de grandes cheias e secas em intervalos
prolongados, acarretam a retracdo e o aumento dessas populacdes, caracterizando
essa vegetacdo como irregular no tempo e no espaco (JUNK & DA SILVA 2000;
NUNES DA CUNHA & JUNK 2001; JUNK 2002).

O baixo fluxo génico e a grande diferenciacdo entre as populacdes de V.
divergens pode estar relacionado a processos de retragdo e expansao dessas
populacdes. Tais processos sdo decorrentes da inundacdo (ARIEIRA & NUNES DA
CUNHA, 2006), impacto do fogo durante a seca (NUNES DA CUNHA & JUNK, 2004)
e fatores edéficos que ocorrem no Pantanal, causando diferencas na estrutura
populacianal, favorecendo a monodominancia (cambarazais) (HART et al., 1989) e
consequentemente as especificidades de cada populacédo pela presenca de alelos
exclusivos, ocasionando desse modo, diferenciagcédo entre as populacoes.

As populagBes mais proximas tanto geneticamente, quanto geograficamente,
sdo BMO e PFM, indicando que a estrutura genética esta relacionada com a estrutura
geografica, enquanto a populacdo CAS apresentou a menor distancia genética com
BMO e PFM e também a maior distancia geogréafica em relacdo a essas duas
populacdes, indicando que ndo ha uma relacdo entre a estrutura genética e a
geografica (Tabela 5). Este resultado aliado ao teste de Mantel que néo foi significativo
e apresentou valor de r = 0,1765, indicam que a distancia geografica ndo esta

diretamente relacionada com a distancia genética para todas as populacées.

Tabela 5. Matriz de distancia genética* de Nei (1978) e de distancias geograficas** (Km) entre as seis
populacdes naturais de Vochysia divergens

BMO PFM RSL SAL TPR CAS
BMO --- 0,119 0,615 0,372 0,419 0,263
PFM 22 --- 0,518 0,344 0,384 0,190
RSL 146 165 --- 0,301 0,677 0,600
SAL 46 44 189 --- 0,510 0,350
TPR 54 70 148 55 " 0,360
CAS 214 234 188 217 165 —

*Distancia genética acima da diagonal. **Distancias geograficas, abaixo da diagonal. Distancias
geograficas aproximadas obtidas pelo Google Earth Pro versao 7.3.3. BMO: Barrdo de Melgaco; PFM:
Porto de Fora & Mimoso; RSL: Rio Sdo Lourengo; SAL: Santo Anténio do Leverger; TPR:
Transpantaneira; CAS: Céceres.
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O dendrograma UPGMA agrupou as populagbes em trés grupos (Figura 6).
As populagdes mais semelhantes foram BMO e PFM, enquanto as populacdes RSL e

SAL formaram um grupo isolado das demais.

BMO |
PFM : }
CAS
@ TFR
M RSL 1
® SAL
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0 04 09 14 19 24 29 34 39 e 49

Figura 6. Dendrograma UPGMA, gerado a partir da matriz de distancia genética de Nei (1983), com
base nos dados de sete locus microssatélites para seis popula¢des naturais de Vochysia divergens.
CCC = 0,80; Distorcéo = 4,42%; Estresse = 21,07%.

A analise bayesiana, agrupou os 152 individuos de V. divergens em trés

grupos genéticos (k = 3), conforme a Figura 7.

Deltak = mean(|L"(K)]) / sd(L{K))
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Figura 7. Estimativa do nimero de grupos (K) a partir de 20 corridas independentes para K = 1-9, que
melhor se encaixa no conjunto de dados de Vochysia divergens, conforme Evanno et al. (2005).

A contribuicdo dos individuos de cada populacdo para cada um dos trés

grupos genéticos gerados no Structure esta representada na Figura 8.

53



grupos formados no “Structure” (K =

58°0'0"W 57°00"W 56°0'0"W
L L N

16°0'0"S

17°0'0"S

80 Km  Genrionsl IZI
4 . N . N N . N : - Aia Foorosts
58'0!0"\” 57’0!0"W 56'0!0"W
BMO PEM RSL SAL
. . ; ,

0.00
L 21) il 41) = 6(1) L 8(2) R 1 D(Z} ! (2)1 2(2)1 3(2)| 4(2)1 5(2% 6(2; ?(7)| 8(2)1 9(2)20(2)2‘ (2)22(7)23(1)24(2)25(2)25(1)27(2)28(2)79(2)30(2)3' (2)32(2)33(3)3¢(3;5(3)36(3)370%8(3)39(3310(3;“ (3)‘7(4)‘3(‘21“4)‘5“316(‘)‘7(‘)48(4)49(‘)50(4)
SAL TPR
1.00 ! L L 1]
080
060
0.40
020

S1(4) 53(4) 55(4) 57(4) 59(4) 61(4) B3(4) B5(4) B7(5) 69(5) T1(5)  73(5) 75 77(5) 79(5) B1(5) B3(5) 85(5) 87(5) 89(5) 91(5) 93(5) 95(5) 97(5) 99(5;
“, 52(4) “5::(4) ()55(4) ()59(4) (%0(4) ()62(6) (354(4) ()66(4) ()68(5) ()70(5) ()72(5) ()7415) (5)76(5) ()73(5) (330(5) ()97(5) (2345) (3155) ({38(5) ()gu(s) ()92(5) ()91(5) ()95(5) ()98(5) (%DD(S)
TII’R Cll\S

101(5) _103(5) 105(5) 107(6) 108(6) 111(6) 113(6) 115(6) 117(6) 119(6) 121(6) 123(6) 125(6) 127(6) 129(6) 131(6) 133(6) 135(6) 137(6) 139(6) 141(6) 143(6) 145(6) 147(6) 149(6)
102(5) 104(5) 106(5) 108(6) 110(6) 112(6) 114(6) 116(6) 118(6) 120(6) 122(6) 124(6) 126(6) 128(6) 130(6) 132(6) 134(6) 136(6) 138(6) 140(6) 142(6) 144(6) 146(6) 148(6) 150(6)

CAS
1.00 —

0.00

151(6)
152061

Figura 8. Analise de agrupamento e distribuicdo geografica dos agrupamentos gerados pelo
“Structure”. (A) Os graficos pizza representam a proporcao de contribuicdo de cada populacdo para os
3). (B) Distribuicdo dos trés grupos genéticos gerados pelo
“Structure”. As linhas verticais ao longo do eixo x representam os individuos e os segmentos coloridos
ao longo do eixo y demonstram o coeficiente de associa¢do de cada individuo atribuido a cada um dos
inferidos K. BMO: Barrdo de Melgaco; PFM: Porto de Fora a Mimoso; RSL: Rio S&o Lourencgo; SAL:

Santo Antdnio do Leverger; TPR: Transpantaneira; CAS: Caceres.
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Esse agrupamento apresentou resposta similar ao dendrograma UPGMA,
onde é possivel observar trés grupos distintos, em que a populacdo TPR ficou
separada das demais. Este fato pode ser explicado devido a populacdo TPR ter
apresentado o maior numero de alelos raros e exclusivos, indicando que houve
auséncia de fluxo alélico, apresentando assim diferenciacdo entre as populagfes
(KAGEYAMA et al., 1998; KAGEYAMA et al., 2003; SEOANE et al., 2000).

A intensa dinamica populacional relacionada ao processo de
expansao/retracdo que ocorrem no Pantanal como citado anteriormente, ocasiona um
isolamento das populacdes e por essa razdo ndo ha troca de material genético entre
elas. Em especial, a populacdo TPR é a Unica que nado esta tdo préxima de um rio,
como mostra a figura 8A, um dos principais dispersores de suas sementes.

O diagrama de dispersdao da PCoA mostra a relacdo entre individuos e
populacdes, corroborando ao encontrado na andlise bayesiana do Structure e no
dendrograma UPGMA, onde é possivel observar uma sobreposicéo genética entre as
populacdes BMO, PFM e CAS, e entre as populacdes RSL e SAL, enquanto a
populacdo TPR ficou separada das demais (Figura 9). As trés primeiras coordenadas

principais explicam 63,45% da variacdo genética entre os individuos.

Principal Coordinates (PCoA)

o & BMO
PFM
4RSL
.(.1'.‘ .o o PO & SAL
a® g0 + TPR
CAS

Coord. 2 (24,60%)
]
L]

o

Coord. 1 (28,02%)

Figura 9. Analise de coordenadas principais de 152 individuos de Vochysia divergens. BMO: Barrédo
de Melgaco; PFM: Porto de Fora a Mimoso; RSL: Rio Sdo Lourenco; SAL: Santo Anténio do Leverger;
TPR: Transpantaneira; CAS: Caceres.
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4. CONCLUSOES

As populacdes naturais de V. divergens avaliadas no Pantanal mato-
grossense apresentam diversidade genética.

A populagdo TPR apresentou maior numero de alelos raros e exclusivos e é
considerada uma populacdo com prioridade para a conservacdo. No entanto, a
populacdo RSL é interessante para se investigar melhor, uma vez que ela teve uma
amostragem pequena (9 individuos) e mesmo assim apresentou 10 alelos, sendo que
trés séo exclusivos.

O maior componente de variagdo foi encontrado dentro das populagdes,
sendo recomendado a conservacao in situ de individuos de cada uma das popula¢cdes
estudadas, com intuito de possibilitar a manutencdo da diversidade genética e
conservacao da espécie.

O baixo fluxo génico e a diferenciacdo genética encontrada entre as
populacdes, podem estar relacionados a processos de retracdo e expansao
decorrentes da inundacéo, fogo e fatores edaficos que ocorrem no Pantanal mato-

grossense.
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5. CONCLUSOES GERAIS

Os extratos aquosos do tipo infuso e decocto da casca do caule de V.
divergens nas concentracdes testadas, apresentaram efeito toxico, citotoxico e
genotoxico em células de Allium cepa. O extrato aquoso infuso é o mais recomendado
para utilizacdo como fitoterapico, pois causou menos alteracdes na divisdo celular,
apresentando um menor risco a saude.

As populacdes naturais de V. divergens avaliadas no Pantanal mato-
grossense apresentam diversidade genética, sendo a populagdo Transpantaneira
(TPR) a que apresentou o maior nimero de alelos raros e exclusivos e é considerada
uma populacdo com prioridade para a conservacao.

O maior componente de variacdo foi encontrado dentro das populagdes,
sendo recomendado a conservacao in situ de individuos de cada uma das popula¢cdes
estudadas, com intuito de possibilitar a manutencdo da diversidade genética e
conservacgao da espécie.

O baixo fluxo génico e a diferenciacdo genética encontrada entre as
populacdes, podem estar relacionados a processos de retracdo e expansao
decorrentes da inundacéo, fogo e fatores edaficos que ocorrem no Pantanal mato-

grossense.
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