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APRESENTACAO

A elaboracdo desta obra ocorre em um ano (2020) em que o Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazdnia (INPA), uma das trés instituicbes
vinculadas ao MCTI da regido Norte, completa 68 anos de criagdo. O Programa
de P6s Graduacdo em Genética, Conservacdo e Biologia Evolutiva do INPA
(PPG-GCBEV), o unico do Estado do Amazonas na area de Ciéncias Biologicas
| na CAPES, completa 17 anos de existéncia e ao longo desse tempo titulou 215
discentes sendo 158 mestres e 57 doutores. Em 2020 também completam 10
anos de realizacdo do Workshop do Programa, no qual reunimos estudantes de
graduacdo para conhecer o PPG, alguns dos estudos que sdo conduzidos e
setores do INPA, entre eles um dos maiores Programas de Colecdes Bioldgicas
do Pais, além do Bosque da Ciéncia, onde o visitante pode ver o peixe boi,
ariranha, poraqué (peixe elétrico), tartarugas, jacarés, a tanibuca (arvore com
cerca de 600 anos), entre outros seres da fauna e da flora, bem como uma Casa
da Ciéncia totalmente modernizada.

A ideia deste E-book teve origem por parte de um grupo de discentes do
PPG-GCBEv e logo apoiada pelo Conselho do Programa, durante um momento
em que o mundo passou a vivenciar a Pandemia Viral da COVID-19 e seus
drasticos e inesqueciveis impactos. Atividades presenciais académicas, e em
Laboratorio, ficaram suspensas ou consideravelmente restritas. As reunifes
virtuais e “Lives” passaram abruptamente a fazer parte do nosso cotidiano. Um
periodo em que a importancia da ciéncia, e de se investir nela, foi propagado aos
guatro cantos do mundo.

O exercicio dos diferentes atores da academia cientifica vinculados ao
Programa, aflorou no sentido de intensificar a producé&o cientifica neste periodo
singular. Em gerar uma obra que pudesse ser de divulgacdo cientifica, sobre
pesquisas realizadas no INPA, na Amazbnia, no PPG-GCBEv por seus
discentes, docentes, egressos e colaboradores. Aléem disso, que pudesse ser em
lingua portuguesa, em meio a uma area em que o idioma universal é
basicamente a lingua inglesa, e assim pudesse ser disponibilizada e “DNAlogar”
com um amplo publico, especialmente os estudantes da educacao basica e de

graduacédo além de seus professores. Sim, acreditamos que entre eles também

Junielson Soares da Silva et al. (Org.)
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estdo os futuros atores da sociedade, formadores de opinido e reflexdes.
Profissionais de uma Sociedade mais justa.

Este E-book retne 19 capitulos referente a pesquisas com organismos
integrantes da fauna e flora amazbnica, realizadas dentro das trés areas do
Programa: Genética de Organismos Tropicais (11), Conservacdo de Espécies
Neotropicais (04) e Biologia Evolutiva (02). Pelo menos duas destas linhas de
pesquisa sdo contempladas em mais dois capitulos. Para que nosso “DNAlogo”
flua da melhor forma possivel, incluimos um glossério com termos e conceitos
bioldgicos citados ao longo dos capitulos.

Um time que inclui 12 egressos, 14 discentes e 11 docentes vinculados
ao Programa, além de 12 estudantes de graduacdo e oito participantes e
colaboradores externos, atuaram como autores ao longo de boa parte do ano de
2020 para que esta obra se tornasse realidade. Estes autores sao oriundos de
sete instituicdes nacionais e uma Instituicao internacional.

Agradecemos a toda equipe de autores, bem como as agéncias de
fomento de bolsas e auxilios a Pesquisa, por oportunizar a realizacao de
pesquisa cientifica no a&mbito do Programa e junto com os revisores, editores e
editora pudéssemos cumprir com um de nossos objetivos com a publicacéo
desta obra, ao divulgar um pouco de nossas perguntas e algumas respostas.

Sigamos em frente a favor da ciéncia, da divulgacdao cientifica e em busca
de conhecer a biodiversidade amazénica para melhor preserva-la ou conserva-
la.

Desejamos uma o6tima leitura!l

Dra. Jacqueline da Silva Batista
Coordenadora do PPG-GCBEV/INPA

‘ Sumario Junielson Soares da Silva et al. (Org.)
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SERA A Disciseda bovista (BASIDIOMYCOTA,

LYCOPERDACEAE) DO BRASIL, A MESMA DA EUROPA?

DOI: 10.36599/itac-dna.0001
Rafaela Araujo Ferreira GURGEL?; luri Goulart BASEIA?; Tiara Sousa CABRALS

Autores correspondentes: rafaelaf.gurgel@gmail.com; ttiara@gmail.com

IDiscente de mestrado do PPG-GCBEYv, Instituto Nacional de Pesquisas da Amazoénia — INPA
2Docente do PPG-SE, Departamento de Boténica e Zoologia, Centro de Biociéncias,
Universidade Federal do Rio Grande do Norte

3Docente do PPG-GCBEYV, Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia — INPA

1. O que fazemos?

Estima-se que existam entre 2,2 e 3,8 milhdes de espécies de fungo em
todo o planetal. No entanto, na melhor das hipéteses, conhecemos hoje 8%
desse potencial imenso. Dentre tanta diversidade, existem aqueles que séo
conhecidos como puffballs, que recebem tal nome devido ao basidioma
permanecer fechado até a completa maturacéo dos basididosporos.

Os puffballs sdo decompositores da matéria organica e participam de
processos simbioticos. Na medicina, ja foram utilizados como cicatrizantes,
podendo possuir propriedades anti-inflamatérias, antibacterianas, antimalaricas,
antimicrobianas, antioxidantes, antitumorais e antivirais?.

Dentre os puffballs o foco deste estudo foi 0 género Disciseda. Estes séo
macrofungos da familia Lycoperdaceae, filo Basidiomycota, que possui
distribuicdo mundial e estdo restritos a habitats arenosos e desérticos. Sua
principal caracteristica € a formacao de uma estrutura denominada sand case ou
“caixa de areia”, que seria uma parte remanescente do peridio encontrada em
sua por¢do basal, que auxilia na dispersdo dos esporos®. Algumas espécies,
como Disciseda bovista teve sua ocorréncia diminuida na Europa em mais de
50%, devido a destruicdo de seu habitat, sendo inserida na lista vermelha em
varios paises*

A identificacdo das espécies desses fungos tem sido tradicionalmente
baseada em dados morfoldgicos de seus basididésporos. O pequeno numero de
caracteres morfolégicos para identificar ou segregar as espécies, além da
similaridade macroscopica dos basidiomas leva entédo a limitacdo dos estudos

sobre esse género. Nossa hipotese € que as espécies de Disciseda no Brasil

Junielson Soares da Silva et al. (Org.)
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nao estao bem identificadas, pois devem pertencer a espécies diferentes das do
Hemisfério Norte.

Nesse contexto, 0 presente estudo teve como objetivo integrar a
taxonomia morfolégica e molecular, utilizando sequéncias de DNA da regido do
espacador interno transcrito (ITS) para delimitar algumas espécies do género
Disciseda, para verificar a identidade de espécies coletadas no Brasil em relacao

as coletadas na Europa.

2. Como fazemos?

Para atingir nosso objetivo, analisamos espécimes oriundas de
Herbéarios nacionais e internacionais identificados como Disciseda e foram
realizadas andlises morfolégicas e moleculares. As andlises macro e
micromorfolégicas incluiram o peridio (porcdo que reveste a gleba) e a gleba
(porcdo onde se encontra 0s esporos), e seguiram literaturas padrdes®. As
microestruturas foram observadas com auxilio de Microscopio Optico.

As analises moleculares foram realizadas a partir da comparacao de
sequéncias de DNA ribossémico dos espécimes, onde foram extraidas,
amplificadas e sequenciadas a regido do ITS. Apés obtencdo das sequéncias,
estas foram utilizadas na construcéo de arvores filogenéticas/genealdgicas para

demostrar as diferencas entre os individuos de Disciseda.

3. O que percebemos/observamos?

Na arvore filogenética gerada (Figura 1A), podemos observar a
representacao da melhor hipétese a respeito de como um conjunto das espécies
de Disciseda evoluiram de um ancestral comum, e foram gerados quatro clados
terminais bem apoiados dentro de Disciseda.

No clado 2, estavam agrupados os espécimes de Disciseda bovista,
oriundo da Europa, localidade do material tipo. Disciseda bovista € uma espécie
descrita por Johann Friedrich Klotzsch em 1843 e sdo reconhecidos pelas
grandes dimensdes de seus basidiomas (15-25 mm diam.) em comparac¢do com
outras espécies, como por exemplo, Disciseda candida (11-13 mm diam.), e por
ter basidiésporos globosos, medindo 5,5-6,4 x 7-7,4 um diam., fortemente
Verrucoso, com verrugas e espinhos irregulares em tamanhos, truncados no

apice. O resultado mais significativo obtido deste estudo foi a descricdo de uma

Junielson Soares da Silva et al. (Org.)
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nova espécie (Figura 1B) a partir de uma exsicata onde o material coletado era
da Floresta Nacional do Araripe (CE). O espécime antes identificado como D.
bovista (clado 3) difere morfolégica e filogeneticamente dos espécimes de D.
bovista descritos para a Europa (clado 2). Os basidiésporos sdo menores nos
espécimes do Brasil, medindo 4,8-5,4 x 4,8-5,7 um diam., com verrugas
pontudas, espacadas entre si, além disso, possui poros menores em suas hifas.
Por possuir a ornamentacdo de espinhos em forma de dedos, o material
brasileiro se aproxima de D. verrucosa, mas esta possui esporos formados por
espinhos, que se curvam na extremidade, e ndo apresentam poros nas hifas,
diferente das hifas da nova espécie proposta. Os dois espécimes do clado 3
apresentam o mesmo tipo de basididsporos e de hifas, apresentando apenas

diferentes estagios de maturacéo, além de uma sequéncia ITS idéntica.

— EUB33654 D. candida, USA

T

68/60/0.78

Clado 1
DQ112626 D. candida, Suécia

F— DQ112627 D. bovista, Suécia
S Clado 2
100:981 KM141796 D. bovista, Russia
KM54553 D. hypogeae, isotipo, Australia
y [ UFRN1902 D. bovista, Brasil
10010041 Clado 3
UFRN1340 D. verrucosa, Brasil
[KM64261 D. minima, is6tipo,
100/100/1 T
il Clado 4

lKMGAZGA D. muelleri, isotipo,
Australia

87/82/0.97 f68/66/0.93

JN572904 L. muscorum

DQ112593 L. umbrinum

grupo externo

DQ112630 L. perlatum

Figura 1: A utilizacdo de ferramentas moleculares e morfoldgicas entre os espécimes de
Disciseda demostra a existéncia de uma nova espécie para a ciéncia. Em A, arvore filogenética
demostrando as relagdes evolutivas entre as espécies de Disciseda analisadas no estudo. Em
B, foto do basidiomas da nova espécie encontrada na Chapada do Araripe, demostrando o sand

case, adaptada de Silva et. al. (2014)°.

4. Para que fazemos?

Neste trabalho, demostra-se a importancia de utilizar ferramentas
moleculares para auxiliar a elucidar problemas taxondémicos no estudo dos
fungos. O estudo de fungos se demostra importante ndo sé devido a seus
beneficios diretos e indiretos, mas também pela grande diversidade que ndo se
conhece. Todas as formas de vida dependem de alguma forma dos fungos para
sobreviver, entdo se conhecermos os fungos, estaremos de certa forma
protegendo todas as outras formas de vida. O conhecimento sobre quais

espécies existem ou estdo ameacadas, servem de base para estratégias de

Sumaério /‘ Junielson Soares da Silva et al. (Org.)
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conservagao, para politicas publicas e até defesa dos ambientes onde essas

espécies ocorrem.
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1. O que fazemos?

Os fungos compdem um reino de organismos eucariotos e heterotroéficos,
mais proximamente relacionados aos animais que as plantas; exercem
importante papel nos ecossistemas, participando de diversas relagdes, como
decompositores, parasitas, predacédo e mutualismo. Além disso, apresentam alto
potencial biotecnolégico, sendo capazes de sintetizar bioprodutos que sao
naturalmente utilizados em estratégias de sobrevivéncia, como a mundialmente
reconhecida penicilina.

No reino Fungi, a classe Agaricomycetes (Basidiomycota) é composta
pelos fungos que produzem corpos de frutificacdo conhecidos popularmente por
cogumelos. Os agaricomicetos do tipo gasteroide possuem liberacdo e disperséo
dos esporos dependentes de agentes externos, como vento, insetos e pequenos
mamiferos. Assim, possuem variadas morfologias e héabitos, adaptados
principalmente a forma de dispersdo dos esporos.

As estimativas mais recentes de diversidade mundial dos fungos sugerem
cerca de 2,2 a 3,8 milhdes de espécies. No entanto, até 2017, as espécies que
foram formalmente descritas correspondiam a apenas 8 % da diversidade
estimadal. Tendo em vista o baixo conhecimento da diversidade flingica
amazobnica, especialmente para os fungos gasteroides, estudos tém sido
realizados desde 2012, resultando no descobrimento de novas espécies e novos
registros a partir de andlises taxondmicas integrativas que relinem informacdes
das caracteristicas morfologicas e genéticas que auxiliam na classificacdo e

sistematica da espécie.

Junielson Soares da Silva et al. (Org.)



mailto:ttiara@gmail.com
mailto:cclement@inpa.gov.br

DNAlogando sobre conservacéao e biologia evolutiva na Amazénia

16

2. Como fazemos?

Primeiramente, as coletas foram realizadas em diversas areas da
Amazébnia brasileira. Os espécimes coletados foram morfologicamente
identificados por analises macro e microscopicas, seguindo literatura disponivel?.
Regides especificas do DNA foram amplificadas e sequenciadas, e utilizadas
para analises de DNA barcode e filogenia molecular, que mostram as relacées

de parentesco entre as espécies em estudo.

3. O que percebemos/observamos?

As analises de taxonomia integrativa mostraram que ha diversas espécies
ainda desconhecidas para a ciéncia. Com este trabalho, de 2012 a 2019 foram
descritas oito espécies novas e 0ito novos registros de fungos gasteroides para
a Amazonia brasileira, que exercem papel importante no ecossistema por meio
da ciclagem de nutrientes (Tabela 1, Figura 1). Além disso, encontramos que
algumas espécies que eram conhecidas por terem distribuicdo mundial na
verdade sdo compostas por varias unidades evolutivas diferentes (espécies

diferentes).

Tabela 1: Lista das espécies novas e novos registros de fungos gasteroides para a Amazonia
brasileira, de 2012 a 2019. Nameros sobescritos indicam a fonte de citagéo.

Novas espécies Novos registros
Geastrum echinulatum? Geastrum lloydianum?
Geastrum inpaense? Geastrum schweinitzii?
Geastrum verrucoramulosum?* Lysurus arachnoideus?®
Mutinus verrucosus® Mutinus fleischeri?
Phallus denigricans® Phallus atrovolvatus?
Phallus purpurascens® Phallus cinnabarinus?®
Phallus squamulosus® Phallus merulinus?
Xylophallus clavatus’ Staheliomyces cinctus?
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Figura 1: Exemplares das novas espécies: (A) Phallus denigricans, e (B) Geastrum
verrucoramulosum. Exemplar de um novo registro: (C) Staheliomyces cinctus. As barras indicam
20 mm.

4. Para que fazemos?

Este trabalho resume as principais publica¢cbes sobre fungos gasteroides
da Amazébnia brasileira, no periodo de 2012 a 2019, sendo, portanto, uma
contribuicdo para o entendimento da diversidade e evolucédo destes fungos de
forma geral. O niumero de novas espécies descritas e novos registros reflete a
falta de estudos deste grupo nas areas de florestas Neotropicais, especialmente
para a Amazonia. Este trabalho também mostra a importancia da incluséo de
dados moleculares no estudo de taxonomia e sistematica de fungos, pois a
delimitacdo das espécies sO pbde ser realizada ao se utilizar taxonomia
integrativa.

A continuidade de estudos com propdésito de observar a diversidade de
fungos em ambientes pouco explorados €é de extrema importancia,
principalmente em areas que sofrem intensa atividade humana, como € o caso
da Amazonia. O conhecimento desses fungos permite um maior entendimento

da diversidade e evolugcdo do grupo, assim como, possibilita futuros estudos
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taxondmicos, ecologicos e de conservacdo. Por fim, o conhecimento da
diversidade fungica também permite a exploragcéo sustentavel para diversos fins,
como alimentar e biotecnoldgico®, uma vez que espécies deste grupo ja sdo

reconhecidamente comestiveis em varios locais no mundo.
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1. O que fazemos?

Diversos estudos cientificos no campo microbioldgico tém sido cruciais
para a evolucao da industria de etanol no Brasil, auxiliando no aprimoramento e
desenvolvimento de novos processos de fermentacdo, melhor controle de
contaminantes bacterianos, melhoria do controle quimico e microbiolégico nas
destilarias. Atualmente, novas fronteiras cientificas e tecnoldgicas sé&o
enfrentadas pela indastria para melhorar o processo de fermentacdo da
producéo de etanol no Brasil, uma delas é a selecdo de novas linhagens robustas
de leveduras para o ramo industriall?2. Saccharomyces cerevisiae (Figura 1), é
uma levedura amplamente encontrada em plantas, frutas, solo, alimentos,
bebidas cozidas e fermentadas. Sim! Ela esta mais presente em sua vida do

gue vocé imagina.

Figura 1: Levedura Saccharomyces cerevisiae. (Fonte: Prépria).

Essa espécie de levedura é a mais conhecida, por apresentar importancia

biotecnolégica para diferentes setores econdmicos, pois realiza fermentacao
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alcodlica, além de ser comumente utilizada na producéo de péaes, bolos, bebidas
alcodlicas e etanol®.

O Brasil € o segundo maior produtor de etanol no mundo e o custo efetivo
da producdo desse combustivel esta sujeito, entre outros fatores, ao elevado
rendimento e a rapida conversdo dos carboidratos a etanol. Contudo, a
temperatura em excesso pode se tornar um fator de estresse substancial durante
o processo fermentativo. Mas o que ha de importante em uma levedura
termotolerante? Uma das principais aplicagdes € o seu uso no método de
sacarificacdo (conversdo do amido em acucar) e fermentacdo simultaneas da
biomassa, pois nesse procedimento, a temperatura 6tima para a sacarificacéo é
mais alta do que pode ser tolerada pela maioria das leveduras produtoras de
etanol, fato que poderia ser otimizado por meio da utilizacdo destas leveduras
termotolerantes*®.

As espécies de leveduras do género Saccharomyces sp. tém sido
estudadas como modelo ha muitos anos, sendo o0 primeiro organismo eucarioto
a ter seu genoma completamente sequenciado®. Nessa espécie, as sequéncias
de DNA da regido do espaco interno transcrito (ITS) do rDNA, sdo altamente
conservadas. Tal fato, possibilita a distincdo em nivel intra e interespecifico
tornando-se uma ferramenta Util na identificacdo molecular de espécies de
fungos’® Dessa forma, a Subcomisséo Internacional de Barcode em fungos
propds a regido ITS como o principal codigo de barras fungico ou a regido padréo
para identificacdo de espécies.

As leveduras desempenham um papel essencial na fermentacéo, uma vez
gue esses microrganismos sao responsaveis pela producédo de etanol a partir
dos acucares fermentiveis presentes na polpa das sementes, também
facilitando a ingestéo de oxigénio por meio da degradacéo da polpa®. No entanto,
ndo ha relatos na literatura sobre a microflora presente na maioria das plantas
da regido amazobnica, uma regido tropical com bastante potencial para
descoberta de novas leveduras em suas frutiferas pouco estudadas. Entre elas
se destaca o cupuaguzeiro [Theobroma grandiflorum (Willd. Ex Spreng.) Schum

fruit] (Figura 2), uma planta de grande importancia econdmica para essa regiao.
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Figura 2: Cupaguzeiro (Theobroma graniflorum). (Fonte: Propria).

O cupuagu, € uma fruta acida rica em celulose que é fermentada por
leveduras em sua fase de decomposicdo e pouco colonizadas por bactérias por
sua acidez. Visto que ndo ha muitos estudos realizados sobre a presenca de
Saccharomyces sp. em amostras de frutiferas regionais, o isolamento e o estudo
genético desses fungos no cupuacguzeiro ird adicionar informacgdes ao corpo de
conhecimento sobre as espécies desse género presentes nessa frutifera.

Diante do exposto, o presente estudo buscou isolar Saccharomyces sp.
do cupuacguzeiro, bem como averiguar a presenca de linhagens tolerantes sob
diferentes temperaturas e gerar o codigo de barras de DNA a fim de identificar
geneticamente as cepas isoladas com base na aplicacdo do marcador ITS (ITS1

e ITS4 — internal transcribed spacer).

2. Como fazemos?

Cerca de 5 gramas da amostra foram transferidos para Erlenmeyer (125
mL) contendo 50 mL de meio Yeast extract — Peptone — Dextrose (YPD), eles
foram incubados a 25 °C e 40 °C por 48 h. Ap6s turbidez no meio, 0,1 mL da
suspensao foram transferidos para placas de petri contendo 0 mesmo meio e
incubadas nas mesmas condic¢des por 48h. Apds a incubacgdo, as coldnias foram
isoladas e examinadas diretamente. Sua pureza foi verificada através da
visualizacdo de células de levedura em um microscopio.

Foi realizada a extragdo de DNA das leveduras com morfologia
semelhante a S. cerevisae através do protocolo de extragdo de DNA Fenol:

Cloroférmio: Alcool Isoamilico descrito por Ferrer e colaboradores (2001). Em
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seguida, foi realizada a amplificacdo do fragmento ITS, uma regido altamente
conservada. A amplificacdo dessa regido ocorreu conforme o estudo de Schoch
et al (2012)!. Em seguida, foi realizado o sequenciamento de DNA, as
sequéncias foram analisadas com auxilio do software Chromas LITE (v. 2.01)
editadas e exportadas em formato FASTA para o software MEGA X e alinhadas
por meio do programa Clustal X2 e comparadas com o banco genético publico

(NCBI) para identificar as espécies isoladas da planta em estudo.

3. O que percebemos/observamos?

Foram identificadas 2 espécies de leveduras com morfologia semelhante
a espécie S. cerevisae (Tabela 1). ApOs a identificacdo genética confirmamos
gue as duas cepas pertenciam a espécie, sendo que uma das cepas isoladas
apresenta termotolerancia (crescimento em temperatura de 40°C).

Tabela 1: Leveduras com morfologia semelhante a espécie Saccharomyces cerevisae.

Espécie Cupuacuzeiro Termotolerancia

Casca Serapilheira

S. cerevisiae 0 2 1

Diante do trabalho realizado, desde o isolamento das leveduras até a
identificacdo molecular, nota-se que a regido amazoénica € amplamente rica tanto
na sua fauna quanto na flora, comprovando a riqueza da biodiversidade e que
estudos relacionados a isolamentos de leveduras presentes na floresta é
promissor. Pois, nesse estudo, obteve-se cepas que pertencem a espécie S.
cerevisiae isoladas da serapilheira de cupuaguzeiro, sendo uma delas

termotolerante com alto potencial biotecnolégico.

4. Para que fazemos?

A busca por novas linhagens de leveduras da espécie S. cerevisiae com
alto potencial fermentativo se torna cada vez mais importante, devido ao
aumento estimado da populacdo mundial e consequentemente da producgéo de
etanol. Assim, estudos de isolamento de novas cepas com caracteristicas

excepcionais, como termotolerancia, sdo estratégias importantes que trazem
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ganhos nao somente cientificos, mas também socioecondémicos, visto o

potencial biotecnologico dessas leveduras.
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1. O que fazemos?

O Apurui (Duroia macrophylla) (Figura 1), também conhecido como
cabeca-de-urubu ou purui-grande-da-mata, € uma espécie arbdrea pertencente
a Familia Rubiaceae, que possui frutos comestiveis. Ocorre nos Estados
brasileiros Amazonas, Amapa, Para, Ronddnia e Mato Grosso, bem como nos

paises Peru e Venezuelal.

Figura 1: Parte da apurui (Duroia macrophylla) com fruto. (Fonte: www.kew.org)

Essa espécie possui grande potencial biotecnologico, devido as
atividades bioldgicas que os metabolitos secundarios produzidos pela planta
apresentam. Dentre estas, a atividade antitumoral? e atividade antituberculose?.
A presenca dessas substancias podem influenciar na qualidade da extracao de
DNA genbmico da espécie, pois sdo liberadas durante o rompimento da
membrana celular e podem impedir a precipitacdo do DNA.

Dessa forma, este trabalho teve como objetivo testar nove condi¢cdes

diferentes de extracdo de DNA gendmico a partir de um protocolo bastante
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utilizado nos laboratérios, a fim de identificar qual apresentava maior qualidade

e integridade do DNA extraido.

2. Como fazemos?

Foram coletadas duas folhas de cada um dos quatro individuos

localizados na Reserva Florestal Adolpho Ducke, Manaus, Amazonas. Estas

foram utilizadas para extragcdo de DNA gendmico? seguindo metodologia

tradicional, com nove ajustes e condi¢cbes diferentes, a fim de verificar qual

apresentava maior eficiéncia (Tabela 1).

Tabela 1: Condig6es utilizadas para as nove diferentes extragcdes de DNA genémico de Duroia

macrophylla.
Extracdo Individuo/ Método de  Tempo de Precipitacédo do Adicao
de DNA Amostra fragmentaca digestdo DNA genémico de
0] RNAse
1 1 TissueLyser 30 minutos 1 hora a -80 °C Nao
2 1 Bead Beater  Overnight overnight a -20 °C Nao
3 2 Bead Beater 30 minutos 1 hora a -80 °C Sim
4 2 Cadinho Overnight overnight a -20 °C N&o
5 3 Bead Beater 30 minutos 1 hora a-80°C N&o
6 3 BeadBeater 30 minutos 1 hora a-80 °C Sim
7 3 BeadBeater 60 minutos overnight a -20 °C Nao
8 4 BeadBeater 30 minutos 1 hora a -80 °C Sim
9 4 Cadinho 60 minutos overnight a -20 °C Nao

Inicialmente, as folhas foram lavadas com &gua destilada, secas com

papel toalha, recortadas em pequenos pedacos e maceradas com trés métodos

diferentes de fragmentacdo. O produto foi transferido para um microtubo,

fragmentado a pequenas particulas com o auxilio de dois equipamentos

(TissueLyser ou Bead Beater) ou manualmente com cadinho e pistilo.

Posteriormente foram adicionados reagentes para digestdo da membrana

celular, o tubo foi incubado por um tempo que variou de acordo com a condi¢cao

de extracdo de DNA, bem como precipitado em diferente temperatura e duracao.
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As etapas seguintes permitiram a separacdo de duas fases, na qual na
fase aquosa foi adicionado o isopropanol para precipitacdo do DNA gendmico.
Foram realizadas lavagens com etanol 70% e 100%, respectivamente. Depois
de seco, o material foi ressuspendido, incubado e armazenado. Foi realizada
uma eletroforese horizontal em gel de agarose 1%, com o DNA gendmico
extraido da planta e o DNA do fago lambda, para verificar a integridade e estimar
gualitativamente a concentracao de DNA.

3. O que percebemos/observamos?

As nove diferentes condicbes de extracdo de DNA genbmico da D.
macrophylla mostraram resultados diversificados quando analisadas em
eletroforese em gel de agarose 1% juntamente com o marcador, o DNA do fago
lambda com as concentragdes de 50 ng/pL e 100 ng/uL (Figura 2).

pr—

Figura 2: Eletroforese em gel de agarose 1% do DNA gendmico de individuos de Duroia
macrophylla usando nove condi¢Bes diferentes de extracdo de DNA (1 - 9). Legenda: m1 e m2,
sdo marcadores de DNA do fago lambda que apresentaram concentracdo de 50 e 100 ng/pL,
respectivamente.

A extragdo de DNA na condigéo 2, apresentou DNA em maior integridade
e concentracdo, enquanto na condi¢cdo 8 mostrou-se ineficaz, devido a auséncia
de DNA em gel de agarose. Levando em consideracdo o conhecimento da
concentracdo do marcador, estimou-se que o DNA oriundo da condi¢cdo 2
apresentava cerca de 300 ng/uL, as condicdes 3, 5, 6 e 7 com concentracao
entre 50 e 100 ng/pL, a condi¢cdo 1 em torno de 25 ng/pL.

Nesse estudo, notou-se que o método 2 de extracdo de DNA de D.
macrophylla foi o mais eficaz, por apresentar maior concentracdo, bem como
maior integridade do material genético. Nele utilizou-se o equipamento Bead
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Beater para fragmentacdo do material vegetal, o tempo de digestéo foi overnight,
o tempo de precipitacdo do DNA gendmico também foi overnight a uma
temperatura de -20 °C e néo foi adicionada a RNAse.

Em outro estudo, foram comparados seis métodos de extracdo de DNA
gendmico com espécies da Familia Fabaceae®, produtoras de compostos
secundarios de importancia terapéutica e necessitaram de otimizacdo nos
protocolos de extracdo para melhorar a qualidade de DNA extraido. Os
pesquisadores verificaram que um dos métodos apresentavam uma melhor
resolugao no gel de agarose, indicando um elevado grau de pureza adequado

para estudos moleculares futuros.

4. Para que fazemos?

A extracao de DNA gendmico de D. macrophylla e a qualidade do material
€ 0 primeiro passo para que possam ser utilizadas técnicas moleculares em
estudos futuros com a espécie. Portanto, a otimizacdo de protocolos torna-se
crucial, principalmente quando se trata de espécies com caracteristicas que
dificultam uma extracdo de DNA de qualidade, que € o caso das espécies da
Familia Rubiaceae, devido a producdo de metabdlitos secundarios com
potenciais farmacoldgicos. Ainda assim, sdo escassos 0s estudos genéticos com
plantas dessa Familia, relatados na literatura. Esse trabalho podera contribuir
com estudos futuros, otimizando a extragdo de DNA das espécies de Rubiaceae.
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1. O que fazemos?

Aedes aegypti é o principal transmissor dos sorotipos do virus Dengue
(DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4), chikungunya, zika e febre amarela, ja o
Aedes albopictus atua como vetor secundario desses arbovirus!. O controle
populacional desses mosquitos tem sido um desafio para os programas de
vigilancia epidemioldgica, devido a sua resisténcia aos inseticidas sintéticos.
Nesse sentido, 0 uso de extratos orgéanicos, 6leos essenciais (OE) botéanicos e
seus derivados semissintéticos tém sido uma alternativa promissora para o
controle desses vetores?’ Estudos sobre a letalidade de tais substancias contra
ovos e larvas de mosquitos sdo comuns, mas analises dos efeitos genotoxicos
(danos ao DNA), ainda sao escassos.

O dilapiol é o componente majoritario do OE da planta Piper aduncum,
conhecida como pimenta-de-macaco, encontrada na Amazobnia®>’. Esta
substancia e seus derivados tém apresentado acao toxica e genotoxica contra
Ae. aegypti e Ae. albopictus. Estudar seus efeitos em ovos, larvas, na oviposi¢ao
de adultos, bem como os danos ao DNA desses mosquitos vetores € de
fundamental importancia. Com isso, 0 presente estudo descreve os efeitos
toxicos (fecundacéo e mortalidade) e genotoxicos do dilapiol e seus derivados,
como uma ferramenta util, voltada para programas de controle de Ae. aegypti e
Ae. albopictus.
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2. Como fazemos?

Ovos, larvas e pupas de Ae. aegypti e Ae. albopictus sao capturados na
natureza, levados ao Insetario do Laboratério de Malaria e Dengue do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA), onde sdo mantidos a 26 = 2 °C,
umidade relativa a 70%, com ciclo claro-escuro (12 horas-12 horas). Os adultos
sdo identificados, segundo a chave taxondmica especializada para Culicideos?,
e transferidos para gaiolas para acasalamento e oviposicao.

Larvas de terceiro estadio (Lz), foram utilizadas nos seguintes testes: i)
toxicidade, contra ovos e larvas, por 24 e 48 horas de exposi¢cdo a cinco
concentracdes das substancias, e; ii) genotoxicidade, expondo as larvas por 4
horas a trés concentracfes nao letais, de substancias teste, por quatro geracoes
sucessivas (G1 — Ga).

A partir de neuroblastos de larvas e ovocitos de fémeas adultas
inseminadas e ingurgitadas, preparam-se laminas citolégicas. Em microscépio
optico, analisam-se as laminas coradas para verificar a ocorréncia de
anormalidades nucleares e cromossomicas, causadas pelo dilapiol e seus
derivados semissintéticos (Figura 1). Além disso, € analisada a viabilidade de

ovos e a oviposicao de fémeas previamente tratadas, por quatro geracoes.
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Figura 1: Dilapiol (A) e seus derivados semissintéticos: EMD, EED, EBD (B) e ISD (C). (Fonte:
Autores, 2020).

3. O que percebemos/observamos?

Os estudos ja realizados em nosso laboratorio, mostraram que o dilapiol
nas concentragdes de 200 e 400 pug/mL? e seus derivados éter etil dilapiol (EED),
entre 25 a 80 pug/mL e éter n-butil dilapiol (EBD), entre 12,5 e 50 pg/mL*®, éter
metil dilapiol (EMD) a 60 a 140 pug/mL®%7 e isodilapiol (ISD) a 20 e 40 ug/mL?®,
apresentaram toxicidade contra ovos e larvas de Ae. aegypti>*®’ e Ae.
albopictus®, causando mortalidade de até 100%.
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O semissintético EMD causou um declinio na oviposicédo e reducdo da
viabilidade de ovos de Ae. aegypti tratados por 4 horas, durante quatro
geracdes®’. Além disso, o ISD nas concentragdes 20 e 40 pg/mL também
aumentou a expressao dos genes de resisténcia a inseticidas em Ae. aegypti
exposto por 4 horas a essa substancia®.

Nos testes de genotoxicidade, o dilapiol e seus derivados foram utilizados
em concentracdes mais baixas e nao letais, por quatro geragdes, e 0s mosquitos
sobreviventes, apds 4 horas de exposicdo, mostraram danos genotéxicos?4>7
(Figura 2). O éter n-butil (EBD) causou alteragbes morfologicas nos tecidos
hepaticos, renais e cardiacos de camundongos da linhagem Balb/C, além de
maiores danos genotoxicos e mutagénicos em concentracdes bem superiores,

comparadas as do dilapiol e de seus derivados utilizados em mosquitos 1°.

- \ | et \t).'
Figura 2: Danos genotdxicos de Ae. aegypti e Ae. albopictus expostos ao dilapiol e seus
derivados: A - microndcleo em metafase; B — micronudcleo em intérfase; C — ponte anafasica; D
— quebra cromossomica; E — broto nuclear; F — célula binucleada?+58,

4. Para que fazemos?

O dilapiol e seus derivados, mesmo em baixas concentracfes, tém
demonstrado efeitos toxicos contra ovos, larvas e adultos de Ae. aegypti e Ae.
albopictus, bem como danos genotoxicos ao genoma desses mosquitos. Tais
substancias séo potenciais candidatas ao controle desses insetos, podendo ser
extremamente relevantes aos programas de controle vetorial, para diminuir o

indice de infeccdes virais transmitidas por estes mosquitos.
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1. O que fazemos?

Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) é um mosquito de grande
importancia na saude publica devido sua capacidade vetorial dos quatro
sorotipos do virus dengue (DENV-1, 2, 3 e 4), chikungunya (CHIKV), febre
amarela (YFV) e zika (ZIKV)*3. A dengue é a virose transmitida por mosquitos,
gue mais infecta os humanos. No Brasil, em 2019 foram registrados 1.439.471
casos provaveis de dengue e no mundo, 3,9 bilhdes de pessoas vivem em areas
com risco de infec¢éo pelo virus*®. Oleos essenciais (OE) e extratos de plantas
com atividade ovicida, larvicida e adulticida tém sido alternativas para acoes de
controle de mosquitos vetores de arbovirus, como o Ae. aegypti, resistente aos
inseticidas sintéticos®°.

O nerolidol (3,7,11-trimethyl-1,6,10-dodecatrien-3-ol) (Figura 1), também
conhecido como peruviol, € um composto quimico presente no OE de muitas
plantas, como Piper aduncum e Geophila repens!!1?, Essa substancia apresenta
propriedades biolégicas variadas, a saber: antioxidante, anti-ulcera, antitumoral,
antibacteriano e tripanocida'®1°. Dados na literatura sobre seus efeitos contra
mosquitos em geral, ainda sé@o raros. Neste estudo foi avaliada a atividade
larvicida da substancia nerolidol em Ae. aegypti de Manaus, Amazonas, Brasil,
para auxiliar iniciativas voltadas ao desenvolvimento de novos inseticidas contra

a fase larval deste vetor.

NS NS =

nerolidol

Figura 1: Representagdo da estrutura quimica do nerolidol. (Fonte: Autores, 2020).
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2. Como fazemos?

Os procedimentos metodoldgicos foram realizados na seguinte ordem:
(1) captura de larvas de Ae. aegypti em domicilios no bairro Centro, Manaus,
AM, por meio de armadilhas do tipo ovitrampa (vasilha de plastico + solucao
atrativa a base de capim colonido misturado com agua potavel e tiras estreitas
de tecido vegetal prensado); (2) identificacdo das formas adultas, segundo
Consoli & Oliveira (1994)¢; (3) formacao de coldnia em Insetario, Laboratério de
Vetores da Malaria e Dengue, Coordenacao de Sociedade, Ambiente e Saude
(COSAS), Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia (INPA); (4) bioensaio
com o nerolidol a 97% de pureza, Sigma-Aldrich: larvas de 3° estadio de Ae.
aegypti (n=250) em cinco réplicas, que foram submetidas a diferentes
concentracdes do nerolidol: 200, 100, 50, 25, 12,5 microgramas (ug/mL) do
nerolidol, ao controle negativo - CN (dgua + Dimetilsulféxido -DMSO a 0,02) e,
controle positivo - CP (agua + larvicida comercial temefés a 0,002 pg /mL), por
24 horas de exposicdo e, (5) analise estatistica para determinar as

concentragoes letais de nerolidol (Figura 2).
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2

Figura 2: Representacdo esquematica das etapas metodologicas utilizadas para avaliar a
toxicidade da substancia nerolidol contra larvas de Ae. aegypti. (Fonte: Autores, 2020).

3. O que percebemos/observamos?

ApoOs 24 horas de exposic¢ao, o nerolidol, nas concentra¢des de 200 e 100
pMg/mL, causou mortalidade de 100% das larvas de 3° estadio de Ae. aegypti,
assim como no CP. Nas concentragbes 25 e 12,5ug/mL, o nerolidol causou
mortalidade de 50% e 30%, respectivamente. E no CN ndo houve mortalidade

larval (Figura 3).
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Figura 3: Atividade larvicida do nerolidol contra Ae. aegypti, apos 24 horas de exposi¢éo. P =
letras diferentes, indicam diferenca estatistica entre as concentracdes testadas desse composto,
pelo teste t, em nivel de 5% de probabilidade. CN = controle negativo; CP = controle positivo; ND
= nerolidol.

O nerolidol foi téxico em concentragc6es a partir de 50 pug/mL, causando
alta mortalidade de larvas de Ae. aegypti. Dados semelhantes foram observados
ao utilizar o dilapiol a 200 e 400 ug/mL em A. aegypti’ e isodilapiol (Santos et al.
colaboradores, in press), além de ovos e larvas de Ae. albopictus expostos aos
semissintéticos (éter etil dilapiol e éter n-butil dilapiol)®°1°,

Diante do exposto, a atividade larvicida do nerolidol contra Ae. aegypti é
promissora. No entanto, estudos futuros devem ser realizados, visando o

esclarecimento dos mecanismos de acao inseticida dessa substancia.

4. Para que fazemos?

O Ae. aegypti, principal vetor de arbovirus no mundo, é resistente a
inseticidas quimicos. Nas Ultimas décadas, buscas intensas por inseticidas
alternativos a base de plantas como Oleos essenciais e/ou derivados
semissintéticos tém sido realizadas, visando o controle eficaz desse mosquito.
Este bioensaio, utilizando o nerolidol em Ae. aegypti, causou alta mortalidade de
larvas, cuja substancia mostrou-se promissora ao controle alternativo desse

mosquito.
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1. O que fazemos?

A malaria é uma doenca infecciosa febril aguda, causada por protozoarios
transmitidos pela picada da fémea de Anopheles (Nyssorhynchus) darlingi Root,
1926 (Figura 1A). Este mosquito é o principal vetor da malaria na Ameérica do
Sul, especialmente na bacia amazonical. As fémeas adultas alimentam-se de
sangue, que contém o0s nutrientes necessarios para a maturacdo dos ovos,
ocasido em que acabam ingerindo sangue infectado com plasmdédio?. Outra
forma de infeccéo natural é por meio das larvas em sitios de reproducé&o natural,
gue acabam se contaminando com fungos, bactérias e outros microrganismos?,
os quais desencadeiam a reacdo de defesa em seu sistema imune?.

Considerando o mapeamento fisico de genes relacionados ao sistema
imune, foram estudados dois genes do genoma de A. darlingi, para mapeamento
cromossOmico: Toll, que apresenta resposta imune a fungos e infeccdes
bacterianas gram-positiva®. E, também, a sequéncia génica da proteina
mitochondrial ribosomal protein S7 (Prb S7), que foi relacionada a infec¢éo por
Plasmodium em Anopheles dirus®.

Este trabalho objetivou mapear fisicamente os genes Toll e Prb S7 em
nucleos politénicos (poli= muitos, ténicos= fios; é o alongamento dos
cromossomos, visto que sofrem vérias duplicagbes e ndo se separam) de A.
darlingi, para inferir sobre padrbes de variabilidade cromossémica (que s&o

formas alternativas de sitios de ocorréncia de um mesmo gene).
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2. Como fazemos?

Aproximadamente 100 larvas de A. darlingi foram coletadas em Manaus,
Amazonas, e identificadas de acordo com chaves taxonémicas’®. As larvas
criadas em Insetario até alcancarem a fase de 4° estadio foram utilizadas nas
preparacdes citologicas de cromossomos politénicos, a partir de glandulas
salivares®!0. Essas laminas foram utilizadas na realizagdo do método de
hibridizacao in situ fluorescente (FISH).

As sequéncias dos genes Toll e Prb S7 de A. darlingi foram obtidas no site

https://www.vectorbase.org, e utilizadas nos desenhos dos primers, conforme o

programa Gene Runner 3.01 (https://www.generunner.net).

Para a marcacdo das sequéncias génicas, 0s cromossomos foram
corados com o fluorocromo Cy™ 3 dUTP e o kit Random Primers DNA Labeling
System. Os cromossomos foram hibridizados a 40 °C, por 18 horas. Apds a
coloracdo dos cromossomos com YOYO-1 em tampdao fosfato salino, por 10
minutos, os sinais fluorescentes foram observados em um microscopio de luz. E,
as localizac¢6es dos sinais foram determinadas, com o auxilio do fotomapa de A.
darlingi®.

3. O que percebemos/observamos?

O gene Toll é considerado como uma sequéncia conservada
evolutivamente em anofelinos, porém néao foi encontrada nenhuma sintenia com
outros mosquitos do mesmo género. Em A. darlingi, o gene Toll esta localizado
no braco cromossdmico 2L, regido 25C (Figura 1B, C). O gene Prb S7
apresentou sintenia com o cromossOmico politénico da mosca Drosophila
melanogaster, possui também uma sequéncia génica evolutivamente préxima a
de A. albimanus. Em A. darlingi, foi mapeado em mais de uma cépia no seu
genoma. A marcacdo dessa sonda foi no braco cromossémico 2L, préximo ao
centrébmero (regidao 16AB), regido 22C (inversédo 2Lb), e no braco 3L, regiao
36CD (Figura 1D, E).
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Figura 1. A. Mosquito fémea de Anopheles (Nyssorhynchus) darlingi alimentando-se de sangue
humano. B. Gene Toll marcado com o fluorocromo Cy™ 3 (setas) e contra corados com YOYO-
1 em cromossomos politénicos de A. darlingi: braco 2L, regido 25C (seta). C. Toll (sinal
ampliado). D. Gene Prb S7: braco 2L, 16AB e braco 3L, 36CD (setas). E. Prb S7 (sinal ampliado).
Barra: 10 um.

4. Para que fazemos?

Ao longo da histéria evolutiva, os cromossomos de A. darlingi sofreram
mutacgdes (rearranjos)*?. E, a utilizacdo de métodos citogenéticos, como a FISH,
permite a localizagdo de sitios de ocorréncia de determinada sequéncia no
genoma de mosquitos e sua comparacdo com genes sinténicos (sdo aqueles
gue apresentam correspondéncia na localizacdo nos cromossomaos), como entre
A. darlingi e A. gambiae (principal vetor da malaria na Africa), o que corresponde
a 60% de todos os genes codificadores de proteinas em A. darlingi3.

Estudar o mapeamento fisico de sequéncias génicas de A. darlingi no
genoma desse mosquito é uma ferramenta util ao entendimento da evolucéo
cromossOmica, e corrigir falhas na montagem do genoma desse mosquito,

principal vetor da malaria na Amazonia.
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1. O que fazemos?

Anopheles albitarsis sensu lato (s.l.) é transmissor de maléria e 0 mais
comum dentre os mosquitos do género Anopheles (An.), com vasta distribuicdo
geografica no Brasil. An. albitarsis sensu lato compreende nove espécies que
sdo, entre si, indistinguiveis ou ligeiramente distintas: An. albitarsis, An.
marajoara, An. deaneorum, An. janconnae, An. oryzalimnetes, An. albitarsis F,
An. albitarsis G, An. albitarsis H e An. albitarsis |. Devida a similaridade
morfologica entre estas espécies, o conjunto delas é chamado de complexo An.
albitarsis.

Neste estudo foi realizada a caracterizacdo genética de espécies do
complexo An. albitarsis, utilizando o gene Citocromo Oxidase Subunidade |
(COl), presente no DNA da Mitocéndria, por meio da metodologia do “cédigo de
barras de DNA” (DNA barcode) para a identificacdo molecular, verificacdo da
variabilidade genética e mapeamento da distribuicdo geografica, sobretudo, das
espécies de An. albitarsis oriundas de localidades outrora ndo estudadas. O
termo DNA barcode foi atribuido para sequéncias de DNA que possuissem uma

capacidade confiavel de identificacdo molecular de varios organismos.

2. Como fazemos?

As amostras de An. albitarsis s.l. (n = 134) foram coletadas em cinco
municipios da Amazoénia brasileira (Manaus, Iranduba, Coari, Rio Branco, Sena
Madureira), um na regido centro-oeste (Barra do Bugres) e dois no Sudeste
brasileiro (Sao Paulo, Mairipord).

Dentre os métodos de isolamento do DNA dos organismos para estudos
genéticos, foi utilizado um protocolo desenvolvido especificamente para

mosquitos. Em seguida foi realizada a amplificacdo (PCR) da regiéo do cédigo
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de barras de DNA (sequéncia parcial do gene COI), que ap0s edigéo, resultou
em um fragmento de 584 pares de base (pb) nitrogenadas. A regido amplificada
(amplicons) foi purificada para remogéo de elementos que podem interferir na
leitura do DNA, na ocasido da reacdo de sequenciamento nucleotidico, no qual
a regidao do gene alvo (COI) é, entdo, convertida em arquivo de dados, para
posterior analise em programas de bioinforméatica e plataformas digitais
especificas.

3. O que percebemos/observamos?

A analise do gene COI possibilitou caracterizar, identificar e determinar a
distribuicdo geografica de seis espécies do complexo An. albitarsis amostradas
(An. albitarsis s.s., An. marajoara, An. deaneorum, An. oryzalimnetes, An.

albitarsis G e An. albitarsis H), (Figura 1).

m An. albitarsis H
An. albitarsis 1
An. janconnae

A An. deaneorum

8 4n. oryzalimnetes

8A4dn. marajoara

An. albitarsis G

An. albitarsis s.s.

‘ ‘tﬁ £ B An. albitarsis F
q P 4

»

Figura 1: Distribuig&o atualizada de Anopheles albitarsis s.l., utilizando dados da literatura e da
presente pesquisa. Formas com contorno branco: Distribuicdo de Anopheles albitarsis s.I. do
presente trabalho. Linhas transversais: Estados onde as amostras foram coletadas. AC: Acre;
AM: Amazonas; SP: Sao Paulo. Mapa gerado com base em dados do The Malaria Atlas Project.

A regido do cédigo de barras de DNA utilizada neste estudo foi de 584 pb.
A regido do COI (658 pb), também, relativamente curta foi analisada?, contendo
resultados similares a de estudos nos quais foi utilizado o DNA mitocondrial
completo® e a regido completa do gene COI“. Isso reforca a efetividade na

identificacdo de espécies, utilizando a regido génica COIl, que foi proposta para
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ser utilizada na metodologia do codigo de barras de DNA, para caracterizacao

genética de mosquitos pertencentes ao complexo An. albitarsis.

4. Para que fazemos?

Os mosquitos do género Anopheles sdo de grande importancia
epidemioldgica, porque transmitem protozoarios, chamados plasmaédios, que
causam a malaria humana. No Brasil, o An. darlingi é o principal vetor dessa
parasitose®.

Algumas espécies do complexo An. albitarsis, possuem papel importante
na transmissdo da malaria, como Anopheles marajoara, principal vetor da
malaria no Nordeste da Amazbnia, além de ser um dos principais vetores, no
Estado do Para. Anopheles deaneorum, importante vetor de maléria no Estado
de Rondbnia; e Anopheles janconnae, principal vetor da malaria em Boa Vista /
Roraima.

As similaridades morfologicas dificultam a distingdo entre espécies do
complexo An. albitarsis. Métodos moleculares sdo necessarios para um melhor
entendimento sobre a estrutura populacional, linhagens e relacdes evolutivas
entre espécies do género Anopheles. A identificacdo taxonémica de mosquitos
vetores de maléaria, bem como o conhecimento sobre sua distribuicdo geografica
sdo aspectos importantes para o entendimento de fatores que afetam o controle
e a transmissao, e o direcionamento de medidas de erradicacdo e prevencao
desta doenca. Os dados gerados no presente estudo contribuiram para um
melhor entendimento da diversidade genética e distribuicdo geografica das
espécies do complexo An. albitarsis.

Agradecimentos

Ao CNPq, CAPES (Cddigo de financiamento 001), SEDECTI e FAPEAM-
POSGRAD 2017; Projeto Estudos de Adaptacéo da Biota Aquatica da Amazénia
(Adapta Il - CNPq), Proc. 465540/2014-7.

Referéncias

1. Wilkerson RC, Parsons TJ, Albright DG, Klein TA, Braun MJ. Random amplified polymorphic
DNA ( RAPD) markers readily distinguish cryptic mosquito species ( Diptera: Culicidae:
Anopheles ). Insect Mol Biol. 1993;1:205-11.

2. Ruiz-Lopez F, Wilkerson RC, Conn JE, McKeon SN, Levin DM, Quifiones ML, et al. DNA

~ Sumario Junielson Soares da Silva et al. (Org.)




DNAlogando sobre conservagéo e biologia evolutiva na Amazénia

45

Sumario

barcoding reveals both known and novel taxa in the Albitarsis Group (Anopheles: Nyssorhynchus)
of Neotropical malaria vectors. Parasit Vectors [Internet]. 2012;5(1):44.

3. Krzywinski J, Li C, Morris M, Conn JE, Lima JB, Povoa MM, et al. Analysis of the evolutionary
forces shaping mitochondrial genomes of a Neotropical malaria vector complex. Mol Phylogenet
Evol [Internet]. 2011 Mar;58(3):469-77.

4. Mckeon SN, Lehr MA, Wilkerson RC, Ruiz JF, Sallum MA, Lima JBP, et al. Lineage divergence
detected in the malaria vector Anopheles marajoara ( Diptera : Culicidae ) in Amazonian Brazil.
Malar J. 2010;9:1-13.

5. Tadei WP, Thatcher BD, Santos JMM, Scarpassa VM, Rodrigues IB, Rafael MS. Ecologic

observations on anopheline vectors of malaria in the brazilian amazon. am j trop med hyg.
1998;59(2):325-35.

Junielson Soares da Silva et al. (Org.)




DNAlogando sobre conservacéao e biologia evolutiva na Amazénia 16

EXISTEM “GENES SALTADORES” NO GENOMA?

DOI: 10.36599/itac-dna.0009
Simone Cardoso SOARES?!3; Eliana FELDBERG??

Autores correspondentes: saybio@hotmail.com; feldberg@inpa.gov.br

1Discente de doutorado do PPG-GCBEv, Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia —INPA
2Docente do PPG-GCBEYv, Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia — INPA
3Laboratdrio de Genética Animal (LGA), Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia

1. O que fazemos?

Elementos Transponiveis (ETsS) ou "genes saltadores” tém sido
associados como componentes bioldgicos do genoma de mamiferos, sendo
classificados como transposons ou retrotransposons de acordo com a
capacidade de se mover por meio de um DNA ou RNA como intermediario.
Também tém sido associados como fator evolutivo no genoma de tetrapodas
(vertebrados que possuem quatro patas/membros), visto terem sido encontrados
em linhagens ancestrais de mamiferos, anfibios e répteis’2.

O desenvolvimento das técnicas de sequenciamento viabilizou a analise
dos genomas de diferentes espécies, o que possibilitou a constatacdo da
presenca de elementos transponiveis em praticamente todos os organismos®. A
comprovacao de que estes elementos podem amplificar-se e gerar variagdo no
namero de coépias e na distribuicdo entre diferentes grupos, bem como a
habilidade de introduzir inovacdes nos aspectos regulatérios e codificantes dos
genes, suscitou discussao sobre a importancia filogenética dos mesmos entre as
espécies, estabelecendo o papel desses elementos na estrutura e regulagédo de
genes*.

Pouco se sabe, no entanto, sobre a influéncia dos ETs na variacdo
estrutural dos genomas de mamiferos. Como esses elementos se encontram
dispersos no genoma de vertebrados, € de fundamental importancia a
identificacdo da localizagdo destes ao longo dos cromossomos em diferentes
espécies, de forma a compreender sua evolucdo. Vale ressaltar ainda que 42%
de DNA eucromatico deriva de elementos transponiveis®.

Nesse cendrio, os roedores sdo considerados organismos modelos para
o estudo de “genes saltadores” em virtude de sua diversidade em termos
taxondmicos, ecoldgicos, morfolégicos e adaptativos; além de apresentarem

instabilidade taxonémica e indefinicdes relativas a filogenia®’. Diante disso, o
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presente trabalho objetivou mapear elementos transponiveis no genoma de
roedores do género Proechimys (Echimyidae)® de forma a identificar a
disposicéo destes na arquitetura do genoma.

2. Como fazemos?

Para a realizacdo de técnicas moleculares, utilizamos suspenséao celular
e Acido Desoxirribonucleico (DNA) extraido de tecido muscular de Proechimys
sp. A suspenséao celular foi preparada a partir da medula éssea retirada do fémur.
Inicialmente, foi aplicada colchicina nos individuos capturados para impedir a
formacéo do fuso acromatico e acumulo de células em metafase. Em seguida,
foi retirado o fémur, adicionado solucéo hipotdnica (KCL) para rompimento das
membranas e dispersédo dos cromossomos, e solugao fixadora para preservacao
da estrutura deles.

As metéafases foram coradas com giemsa e analisadas em microscopio
optico®. Para extracdo do DNA utilizamos SDS (Dodecil Sulfato de Sédio) para
lisar as membranas + enzima (Proteinase K) para degradar proteinas. Sendo o
DNA precipitado com uso de alcool + tamp&do em PH neutro'®. Em seguida
submetemos o DNA extraido a Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR), técnica
gue permite amplificar de forma seletiva uma sequéncia de DNA de interesse
delimitada por iniciadores (primers)!!, sendo que usamos primers especificos
para os retroelementos transponiveis LINE 1 (L1) e SINE B1 (B1).

Os produtos de PCR foram clonados no kit pGEM-T Easy Vector
(Promega). Os plasmideos recombinantes foram sequenciados na Plataforma
ABI3130 (Myleus Biotechnology)*?. As sequéncias geradas foram submetidas a
um BLASTN para detectar similaridade com sequéncias de dominio publico
contidas no banco de dados do Repbase®.

Os plasmideos sequenciados foram marcados com digoxigenina
(coloracdo vermelha) e usados como sondas para hibridizacdo in situ
fluorescence (FISH) em métafases provenientes da suspensdo celular
previamente preparada. A imunodeteccdo ocorreu com antidigoxigenina
conjugada com rodamina e as metafases contracoradas com DAPI (coloracdo
azul)'*. Os cromossomos metafasicos foram analisados e fotografados em um
microscopio de fluorescéncia Olympus BX51; e as imagens foram capturadas
através do software Image-PRO MC 6.0.

Junielson Soares da Silva et al. (Org.)




DNAlogando sobre conservacéao e biologia evolutiva na Amazénia 48

3. O que percebemos/observamos?

Ao analisar as metéfases provenientes de Proechimys sp., observamos
gue a disposicdo do elemento retrotransponivel LINE 1 ocorreu de forma
dispersa e intercalada (Figura 1A) conforme o padrdo de variacdo proposto por
outros estudos®®. Enquanto SINE B1 mostrou um padrdo com preponderancia

para compartimentalizagéo, principalmente em regides terminais (Figura 1B).

Figura 01: A) FISH com o elemento transponivel L1 (LINE) marcado com digoxigenina em
células de Proechimys sp. B) FISH com o elemento transponivel B1 (SINE) marcado com
digoxigenina em células de Proechimys sp.

Elementos transponiveis (ETs) sdo agentes de variabilidade genética, e
em Proechimys sp., a disposicdo de L1 e Bl demonstrou diversidade na
arquitetura do genoma, e ainda particularidades como formacéo de blocos nos
cromossomos sexuais. O mapeamento de “genes saltadores” em espécies
diferentes demonstra que estes estédo integrados no genoma de forma a gerar
variabilidade genética, e evidencia possiveis relagbes entre grupos, sendo,
portanto, considerados como fonte de evolugdo adaptativa através da

diversificacdo do genomal®.

4. Para que fazemos?
O conhecimento sobre a disposicdo dos Elementos Transponiveis
associados a rearranjos cromossdmicos no genoma de espécies diferentes

permite um maior entendimento sobre a diversidade e evolu¢ao do grupo, assim

Junielson Soares da Silva et al. (Org.)




DNAlogando sobre conservacéao e biologia evolutiva na Amazénia 49

como possibilita resolucdes quanto a instabilidade taxondmica e indefinicdes

pautadas em relacdes filogenéticas.
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1. O que fizemos?

Os Neotropicos sao conhecidos por possuir a maior e mais significante
biodiversidade do mundo. Mas de onde veio tamanha diversidade? Na ciéncia
existem varias hipoteses que tentam explicar este padrdao. Por exemplo, antigas
conexdes entre a Mata Atlantica e a Amazonia podem nos ajudar a entender as
relagdes historicas entre espécies irmas ou entre populacdes de uma mesma
espécie hoje distribuidas disjuntas nestes dois biomas, e com isso compreender
também sobre a histéria evolutiva das florestas tropicais Umidas?.

Além disso, grandes mudancas na geografia da América do Sul também
influenciaram este cenario, como o soerguimento da Cordilheira dos Andes e do
Escudo Brasileiro, que promoveram transformacdes profundas em toda a regiao
Neotropical’>. Uma destas transformagdes foi a mudanca no curso dos grandes
rios amazonicos, rios estes que podem funcionar como barreiras naturais para a
migracdo de espécies?, podendo até mesmo influenciar na formacéo de novas
espécies®. Por Ultimo, mas ndo menos importante, temos também a influéncia
dos refugios historicos causados por flutuacdes climaticas do passado que
também afetaram a distribuicdo das espécies atuais®. Todas estas hipoteses
influenciaram de alguma forma e em diferentes graus os padrdes de diversidade
de diversos organismos que vemos atualmente.

Para se entender como tais processos historicos estdo relacionados a
alta diversidade de espécies nas florestas Neotropicais Umidas, trabalhamos
com dois grupos de espécies com diferentes ecologias, historias de vidas, e
distribuicdo. O primeiro grupo de espécies € o grupo das pererecas de moldura
Dendropsophus leucophyllatus (Figura 1A), pertencente a familia dos anfibios
Hylidae. Este grupo de pererecas de cores vibrantes possui sua maior
diversidade de espécies distribuidas na Amazbnia e com apenas poucas

espécies na Mata Atlantica, ex: D. elegans (Figura 1B)®. O segundo conjunto de
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dados é da espécie de lagarto Gonatodes humeralis (Figura 1C). Este lagartinho,
pertencente a familia dos répteis Sphaerodactylidae, € um gekkonideo de
pequeno porte com ampla distribuicdo na Amazonia. Usando esses organismos
como modelos de estudo, procuramos entender como 0s processos historicos
nas florestas Neotropicais Umidas influenciaram na diversidade genémica destas
duas espécies em diferentes niveis estruturais, populacional e de espécies, e em

niveis comparativos entre os anfibios e répteis.

2. Como fizemos?

Por meio de técnicas mais avancadas, pudemos acessar 0s SNPs (em
inglés), ou regides de polimorfismo de nucleotideos Unicos, que nada mais séo
gue uma variagao na sequéncia de DNA, ou uma mutacao, que afeta somente
uma base nitrogenada, adenina (A), timina (T), citosina (C) ou guanina (G), na
sequéncia do genoma dos individuos de uma populacdo ou de uma espécie.
Assim, estas informacfes nos ajudam a entender e investigar melhor como tais
processos biolégicos que ocorreram ha milhdes de anos, afetaram o DNA destes
individuos.

Como trabalhamos com escalas biologicas diferentes
(populacéo/espécies), contamos com metodologias adequadas para cada uma
elas. Por exemplo, para estudos a nivel de espécie utilizou-se andlises de
delimitacdo de espécies e investigamos suas relacdes filogenéticas e
geograficas por meio de arvores evolutivas de genes e de espécies. Ja para 0s
estudos populacionais e comparativos populacionais, utilizamos testes baseados

em modelos somados a analises de diferenciacdo genética entre as populacdes.

3. O que percebemos/observamos?

Por meio de abordagens analiticas modernas que levam em conta
grandes conjuntos de dados em nivel gendémico (i.e., dezenas de milhares de
SNPs) pudemos comprovar que a alta biodiversidade de espécies na regido
Neotropical ndo é resultado somente de um processo evolutivo e sim de uma
interacdo de varios processos simultaneos ao longo de milhdes de anos de
historia.

Com base nos principais resultados deste estudo, demonstramos a

importancia das flutuagdes climéaticas nas mudancas da paisagem Neotropical e
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suas relagdes com a diversificacdo dos organismos associados (Figura 1D).
Outra alteracao importante para a construcao da biodiversidade da América do
Sul foi o soerguimento da Cordilheira dos Andes. Além de estar relacionado com
a possivel interrupgéo de fluxo genético das espécies transandinas, este evento
também promoveu transformacdes profundas na Amazodnia, disponibilizando
espaco e oportunidades ecoldgicas ao longo de gradientes ambientais que se
desenvolveram ao longo de milhdes de anos para que eventos de adaptacéo
local e especiacdo acontecessem. Hipoteses que tratam de diferentes gradientes
ambientais influenciando adaptagfes ecoldgicas das espécies ainda sdo pouco
abordadas como processos relevantes para a diversificacdo da biota amazonica,
entdo nossos resultados indicam possibilidades interessantes de pesquisas

futuras (Figura 1D)®.

Figura 1. Resultados sumarizados. A: individuo adulto de Dendropsophus leucophyllatus (foto
Pedro Peloso). B: individuo adulto de Dendropsophus elegans (foto Pedro Peloso). C: macho
adulto de Gonatodes humeralis (foto Renata Pirani). D: Resultados do trabalho a nivel de
espécie: arvore evolutiva de espécies e possiveis novas linhagens de D. leucophyllatus e a
relacdo entre elas (foto Santiago Ron), além do mapa de distribuicdo destas espécies na
Amazonia e Mata Atlantica com os pontos de amostragem coloridos de acordo com cada um dos
clados. E: Resultados do trabalho em nivel populacional: arvore evolutiva com a relacédo entre
os individuos de D. elegans (foto Rodrigo Tinoco) na Mata Atlantica, e a barra no canto direito
representa a estrutura populacional registrada latitudinalmente em uma andlise onde temos uma
probabilidade maior dos individuos do norte da Mata Atlantica pertencerem a populacgéo laranja,
e os individuos do sul a populagéo roxa, com uma zona de contato entre elas. F: Resultados a
nivel comparativo: mapa de distribuicdo das amostras de Gonatodes humeralis (circulo) e D.
leucophyllatus (estrela), as diferentes cores séo as populacdes separadas pelos grandes rios e
nomeadas de acordo com as Areas de Endemismo propostas por’ para a Amazonia (foto Rodrigo
Tinoco (lagarto) e Santiago Ron (Anfibio).

Por outro lado, embora a Mata Atlantica também apresente uma
topologia complexa e sazonalidade de ambientes, o cenario encontrado para

esse bioma é distinto, onde os processos de diversificacdo das espécies foram
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mais recentes, durante o Pleistoceno, possivelmente relacionados com as
mudancas de temperatura e precipitacdo durante o Ultimo Maximo Glacial (~21
mil anos atras). O isolamento das popula¢des Norte e Sul de D. elegans em dois
diferentes reflgios durante este periodo, pode ter causado diferenciacdo entre
elas, resultando em uma zona de contato apds uma recente migracao
populacional em consequéncia aos climas mais umidos apos o LGM (sigla em
inglés) (Figura 1E).

Em se tratando de processos de diversificagdo os quais levam em
consideracdo quebras vegetacionais na escala da bacia amazbnica, o0s
resultados comparados entre dois taxons de anfibios e lagartos, indicaram
suporte misto para a hipétese de que grandes rios amazonicos atuando como
barreiras vicariantes (que fragmentaram a distribuicdo de uma espécie por
alteragOes da paisagem) em processos de especiacdo (Figura 1F). Nossos
resultados indicam que os grandes rios amazoénicos, na verdade, possivelmente
constituiriam barreiras fisicas secundarias para as populacdes de anfibios e
lagartos analisadas, podendo atuar de formas mais dinamicas e complexas do

que se pensava anteriormente.

4. Para que fazemos

De modo geral, este trabalho reforca a complexidade dos padrdes de
biodiversidade da regido Neotropical. A partir da utilizacdo de técnicas mais
avancadas, pudemos acessar um grande volume de dados e assim obter
respostas mais detalhadas sobre a historia evolutiva dos grupos estudados,
tanto em diferentes escalas temporais como espaciais (entre biomas e dentro
dos biomas) e bioldgicas (niveis de espécies, populagcdo, e comparativos de
diversidade).

Como perspectivas futuras, este trabalho levantou questées bioldgicas
importantes e ainda pouco exploradas. Além do mais, tais resultados podem nos
ajudar no reconhecimento de uma diversidade escondida e assim tragar planos
de conservacao que reconhecam a historia evolutiva dos grupos taxondmicos

associados a regides Neotropicais megadiversas.
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1. O que fazemos?

O queijo de coalho é um dos produtos tipicos do Norte e Nordeste do
Brasil, faz parte da alimentacdo diaria da populacdo que habita essas regifes.
Pode ser utilizado como suplemento alimentar ou como iguaria e possui valores
socioecon6micos e culturais relevantes. A comercializagdo do produto é
realizada em supermercados e feiras livres. Normalmente quando o produtor ou
intermediario chega ao ponto de venda ndo ha necessidade de fiscalizacéo e
controle de qualidade prévia, portanto, € obrigatério 0 monitoramento sanitario
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

Apesar da regulamentacdo Regulamento da Inspecé&o Industrial e
Sanitaria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA) tratar sobre a identificacdo
e qualidade do coalho, o leite utilizado deve ser esterilizado por métodos
mecanicos apropriados, e pasteurizado ou por tratamento térmico equivalente
ao leite cru.

Durante o processo de produc&o do queijo, pode ocorrer & contaminagéo
por microrganismos, que € um dos fatores que determinam possiveis falhas de
saneamento. Dentre esses organismos contaminantes, pode-se destacar a
bactéria Escherichia coli, as do género Salmonella e fungos dos géneros

Aspergillus e Penicillium (Figura 1).
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Figura 1: Aspecto morfolégico de alguns microrganismos causadores de doencas infecciosas
observado em microscdépio. A- Escherichia coli. Fonte: Profissdo biotecnologia. B- Aspergillus sp.
Fonte: Micologia. C- Penicillium sp. Fonte: Micologia D- Salmonella sp. Fonte: Micologia.

A Escherichia coli (Figura 1A) é uma bactéria pertencente & microbiota
intestinal dos animais, incluso o homem, e estéo localizadas no ceco e coélon?,
além disso, ha grande interacdo dessa bactéria com o hospedeiro?. A
E. coli também pode provocar doengas, como infec¢des urinérias, diarreia e a
colite hemorragica e sindrome hemolitico-urémica.

Os fungos do género Aspergillus (Figura 1B) apresentam mais de 200
espécies, mas apenas cerca de 20 tém sido encontradas como causa de
doenca3. A aspergilose éuma doenca infecciosa causada pelo
fungo Aspergillus sp., que acomete principalmente o pulm&o. Normalmente, esta
afeccdo € benigna, mas representa papel importante em infeccdes sistémicas
malignas, como é o caso dos pacientes com AIDS 4. Os sintomas mais comuns
dessa doencga sdo asma, pneumonia, sinusite®.

Os fungos pertencentes ao género Penicillium (Figura 1C) tém sido
utilizados como organismos modelo em alguns estudos basicos. Além disso,
algumas pesquisas mostram seu grande potencial, podendo ser utilizado como
controle biol6gico, secrecdo de metabdlitos secundarios, origem de novos
farmacos de produtos industriais, entre outros. Porém, se ingerido por seres
humanos acidentalmente, através de alimento contaminado®, pode acarretar
doencas, como por exemplo: Meningite fungica, Peniciliose, Candidiase etc.

No género Salmonella (Figura 1D), sdo encontradas duas espécies,
Salmonella bundii e Salmonella enterica. Essas bactérias podem causar
doencgas em humanos e outros animais e séo a principal causa de infec¢cdes de

origem alimentar’. Dentre as doencas causadas por Salmonella, podemos
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destacar a Salmonelose, que possui como principais sintomas dores
abdominais, vomitos e diarreia®. A infeccdo ocorre principalmente através da
ingestdo de alimentos crus ou mal cozidos contaminados®.

O queijo de coalho € um produto que pode ser produzido manualmente,
sendo assim, suscetivel a contamina¢des por agentes patolégicos, como é o
caso dos microrganismos citados acima. Desta forma, o objetivo deste trabalho
foi realizar uma andlise microbioldgica do queijo coalho artesanal comercializado
na feira da Manaus Moderna, em Manaus Amazonas, para verificar a possivel

presenca de patdgenos causadores de doencas que afetam a populagéo.

2. Como fazemos?

Foram coletadas 10 amostras de queijo coalho, provenientes de
diferentes boxes da Feira da Manaus Moderna. As amostras foram armazenadas
em bolsas térmicas e levadas para o laboratorio de Micologia da Faculdade
Estacio do Amazonas, onde foram realizadas analises para detectar a presenca
de coliformes fecais, Salmonella sp., Escheria coli, Aspergillus sp. e Penicillium
sp.

As embalagens foram desinfetadas com alcool 70% e abertas com
tesoura esterilizada. O queijo foi cortado em pequenos pedagcos em uma placa
de petri estéril, com auxilio de uma faca e colher esterilizadas. Essas amostras
foram maceradas em cépsulas de porcelana com auxilio de pistilo para obter
uma maior homogeneizacado. Retiraram-se 25 g de cada amostra que foram
homogeneizadas por 2 minutos em 225 mL de agua peptonada estéril. A
segunda e a terceira série foram imersas em 9 mL de &gua peptonada e
recebimento de 1 mL de diluicdes 10! e 102, respectivamente.

Para detectar a presenca desses micro-organismos usamos algumas
técnicas, dentre estas, a técnica de tubos mudltiplos que é um método
probabilistico. A partir dai, o nimero mais provavel de bactérias no coliforme em
100 mL de 4gua pode ser determinado. Também s&o utilizados meios de cultura,
como: caldo Lactosado com verde brilhante, caldo EC (E. coli) e caldos seletivos

Rappaport Vassiliadis (Salmonella sp.).
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3. O que percebemos/observamos?

As analises microbioldgicas revelaram a presenca de bactérias e fungos
nas amostras estudadas. Das dez amostras de queijo analisadas, em 100%
destas foi confirmado o crescimento de Salmonella sp., presenca de coliformes
fecais, presenca de Escherichia coli e a presenca de fungos pertencentes aos
géneros Aspergillus sp. e Penicilium sp., o que indica a falta de um controle rigido
de higiene dos manipuladores e o descaso com as Boas Pratica de Manipulagéo
(BPM) durante a preparagéo desses alimentos. Para ilustrar melhor a Figura 2

mostra nossos resultados obtidos durante o experimento citado anteriormente.

Figura 2: A — colbnia de Salmonella sp. em placas de Petri; B — tubos com uma colénia de E.
coli; C e D — colbnias de Aspergillus sp. e Penincilium sp.

4. Para que fazemos?

A presenca dos microrganismos encontrados no queijo coalho
comercializado na feira da Manaus moderna em Manaus indicaram ma&
gualidade do produto, tornando-os improprios para consumo humano. Dessa
forma, faz-se necessario aprimorar o processo de producdo desses queijos
artesanais, além de serem realizadas fiscalizacGes efetivas dos 6érgaos
responsaveis para o fornecimento desse queijo aos consumidores, a fim de
garantir produtos aptos para o consumo humano e que nao representem risco a

saulde.
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1. O que fazemos?

O género Hyphessobrycon (Familia Characidae e Ordem Characiformes)
€ um grupo de peixes endémico da regido neotropical que ocorre desde o sul do
México até o Rio de La Plata na Argentina. A maioria das espécies deste género
ocorre na bacia amazobnical. Aproximadamente 1/3 delas é de interesse
comercial no mercado de peixe ornamental, pois exibem uma ampla coloracéo
que permite dividi-las em seis grupos?.

Embora se tenha proposto que Hyphessobrycon seja um grupo
monofilético (conjunto de espécies que compartilham um ancestral comum) com
base no padrédo do colorido e no formato das nadadeiras dorsal e anal de
machos, conhecido como “rosy tetra clade” ou clado dos tetras rosados?, ainda
h& incerteza quanto a filogenia desse género e alguns pesquisadores sao
unanimes em relatar que os caracteres propostos sao insuficientes para suportar
a sua monofilia“.

Um fragmento de 650 pares de bases (pb) do gene Citocromo ¢ Oxidase
Subunidade | (COI) do genoma mitocondrial foi eleito para ser o cédigo de barras
de DNA®. Nele existem duas principais suposi¢des: a monofilia reciproca das
espécies e a divergéncia intraespecifica menor de que a divergéncia
interspecifica®. Essa metodologia é utilizada como auxilio na identificacdo
taxonémica para aumentar a confiabilidade da identificacdo, o que € importante
para melhor conhecer a biodiversidade amazénica. Por isso, este trabalho
objetivou realizar a identificacdo genética das espécies de Hyphessobrycon que
ocorrem na bacia amazoénica Brasileira mediante o uso do codigo de barras de
DNA.
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2. Como fazemos?

Um total de 155 exemplares foram coletados pertencentes a sete espécies
de Hyphessobrycon no Rio Negro (H. bentosi, H. copelandi, H. epicharis, H.
pyrrhonotus, H. rosaceus, H. socolofi e H. sweglesi) e quatro no rio Amazonas
(H. copelandi, H. eque, H. erythrostigma e H. pulchripinnis). Apés identificacéo
taxondmica, os exemplares foram fotografados, o tecido muscular foi retirado e
entdo depositados na Colecao de peixes do INPA. Depois foi realizada extracéo
do DNA do tecido muscular de cada individuo’. Os fragmentos do gene COI
foram amplificados usando os primers LCO1490 e HCO21982 por meio da
Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR). Os produtos de PCR foram purificados
e posteriormente a sequéncia de DNA obtida com o auxilio do Sequenciador de
DNA ABI 3130xL (ThermoFisher).

As andlises das sequéncias de DNA foram realizadas com os programas
BioEdit (edicdo) e Clustal W (alinhamento). Posteriormente foi realizada a
traducdo das sequéncias de COIl em aminoacidos. As sequéncias foram
alinhadas usando a ferramenta BOLD systems v3.0 (http://v3.boldsystems.org)
e confirmadas no BLAST e no BOLD systems. As andlises de distancia intra e
interespecifica (dentro e entre as espécies, respectivamente) foi calculada com
“Distance Summary” implementado pelo BOLD systems v3.0. A construcao da
arvore filogenética foi realizada com ajuda do programa MEGA versdo 5°. As
sequéncias H. pulchripinnis e Moenkhausia hemigrammoides foram incluidas
como grupo externo para “Rosy Tetra Clade”. Todas as sequéncias obtidas

foram depositadas no BOLD systems.

3. O que percebemos/observamos?

Foram obtidas 158 sequéncias de DNA que ndo apresentaram insergao,
delecdo ou stop coédon. Contudo, a arvore NJ mostrou que a maioria das
espécies formaram grupos monofiléticos: H. bentosi, H. copelandi, H. eques, H.
epicharis, H. pulchripinnis, H. sweglesi. No entanto, trés espécies (H.
erythrostigma, H. pyrrhonotus, H. socolofi) ndo puderam ser identificadas com
precisdo com o COI porque cada uma apresenta auséncia de monofilia, e duas
espécies (H. rosaceus e H. socolofi) podem possuir diversidade oculta porque

eles consistiram em dois clados (Figura 1).
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Figura 1: Arvore gerada com o método Neighbor-Joining (NJ) do COIl. Espécies que néo foram
identificadas pelo codigo de barras de DNA tais como:1) Hyphessobrycon erythrostigma + H.
pyrrhonotus+ H. socolofi (destacadas em azul) e 2) H. rosaceus (em destaque vermelho).

4. Para que fazemos?

Nosso estudo trouxe uma importante contribuicdo para o conhecimento
de que ainda existem géneros de peixes com problematica taxonémica e de
identificacdo, como no caso do género Hyphessobrycon, aliado ao fato de que
0s peixes desse grupo sdo considerados de importancia econdmica. Portanto,
os resultados demonstraram uma eficacia parcial do DNA barcode em identificar
as espécies de Hyphessobrycon pertencentes ao clado dos tetras rosados. A
correta identificacdo das espécies é crucial para subsidiar planos de uso e
conservacdo da diversidade genética associados as espécies de peixes

ornamentais deste género.
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1. O que fazemos?

Conhecer a diversidade de seres vivos e investigar a relacdo entre eles é
um desafiante e vasto campo de pesquisa que vem se descortinando ha
décadas. Tal desafio ganha proporcdes imensuraveis diante da imensidao da
floresta amazoénica onde habitam seres microscéopicos (como os virus, bactérias
e fungos) que se relacionam, com o0s organismos invertebrados (insetos,
vermes, etc) e vertebrados (mamiferos, aves, répteis, anfibios e peixes) e com
as plantas da floresta. As relagbes entre estes organismos apresentam
complexidades diversas, simbidticas, muitas vezes mutualisticas ou mesmo
parasitarias, que interferem seu modo de viver e sua sobrevivéncia.

Neste contexto, vislumbramos a possibilidade das abelhas estabelecerem
alguma relagédo com os fungos. Acreditamos que as abelhas podem transportar
esporos fungicos para dentro das colmeias durante a atividade de coleta de
polen e néctar, os esporos seriam vetorizados para dentro das colmeias no corpo
das abelhas ou no pdlen coletado. Outra possibilidade seria os esporos fungicos,
gue ja estdo presentes no ar atmosférico, também estariam presentes no
ambiente interno das colmeias. Uma vez que esporos fungicos séo
transportados pelo ar ou pelas abelhas para dentro das colmeias, questdes
intrigantes merecem atencdo, como por exemplo, estes fungos oferecem algum
risco as colmeias? Podem causar alguma doenca as abelhas? Ou sera que eles
estariam ajudando de alguma forma na sobrevivéncia das abelhas?

Para respondermos essas questdes € preciso entender sobre a vida das
abelhas e suas necessidades. As abelhas sdo insetos fascinantes com
importante papel econdmico e ecoldgico. No mundo existem abelhas chamadas

de “abelhas sem ferrédo”, que vivem em sociedade organizando-se por sexo
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machos e fémeas, dentre as quais distinguem-se as castas rainhas e operarias.
Dentro desse grupo de abelhas encontramos o género Melipona com 244
espécies no Brasil e destas 116 podem ser encontradas no Amazonas®. Sao elas
de grande importancia para a floresta amazonica porgue realizam a polinizagédo
de muitas espécies de plantas além de serem 6timas produtoras de mel e polen.
No Estado do Amazonas duas espécies do género Melipona se destacam na
producdo de mel: a jupara (Melipona interrupta) e a jandaira ou urugu-boca-de-
renda (Melipona seminigra) (Figura 1). Por serem espécies autoctones da
Amazonia, teriam elas relagdes especificas com os fungos amaz6nicos?

Os fungos séo seres heterotroficos e estdo presentes em muitos habitats,
podem ser filamentosos ou leveduras. Alguns fungos se especializaram num
modo de vida compartilhada com outros seres vivos e, atualmente, foram
encontradas espécies de fungos em vida compartilhada com algumas espécies
de abelhas sem ferrdo. Estes especificos fungos que vivem em simbiose com
estas abelhas ndo oferecem nenhum risco a elas e acredita-se que estédo
ajudando as abelhas em seu desenvolvimento e defesa. Em 2015, por exemplo,
o fungo Monascus sp. foi isolado da abelha sem ferréo Scaptotrigona depilis na
gual os pesquisadores descobriram que suas larvas comem o fungo durante o
processo de desenvolvimento, sendo Uteis para nutricdo e defesa pois o fungo
produz substancias antimicrobianas?. Posteriormente, em 2018, a
levedura Zygosaccharomyces sp. foi isolada do alimento das larvas desta
mesma espécie de abelha o que levou a descoberta de que a levedura produz
substancias necessarias no processo de desenvolvimentos. Estas descobertas
nos motivaram ainda mais a investigar a diversidade de fungos associados a
colmeias de abelhas amazodnicas Melipona interrupta e M. seminigra e suas

potenciais relacoes.
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Figura 1. A- Colmeia de M. interrupta; B

_ Colmeia de Melipona seminigra. (Fonte: Tiégo,
MRM)

2. Como fazemos?

Isolamos e identificamos o0s fungos presentes nas colmeias
de Melipona interrupta e M. seminigra. Para identificarmos os  fungos
associadas as abelhas, isolamos os fungos do ar interno das colmeias assim
como presentes dentro das células de cria das abelhas (Figura 2). Colocamos
placas dentro das colmeias contendo um meio de cultura para que as células
dos fungos se aderissem e se desenvolvessem alimentando-se do meio de
cultura. Assim os fungos que cresceram foram posteriormente isolados
individualmente. Os discos de cria onde se desenvolvem as abelhas foram
abertos e apos identificarmos a casta (operaria ou rainha), realizamos a lavagem
da célula de cria e usamos a agua dessa lavagem para isolar os fungos
presentes dentro das células de cada casta, por meio de técnicas de cultivo de
fungos em laboratorio.

Figura 2. A- Placa para coleta de fungos do ar de dentro das colmeias; B — Discos de cria com
as abelhas em fase de pupa nas células de cria (Fonte: Tiago, MRM).

A identificagdo dos fungos isolados ocorreu por meio das caracteristicas

morfologicas dos fungos, textura de suas coldnias, coloracéo e estrutura celular
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dos fungos que foram observados ao microscépio Optico. Além disso, também
usamos técnicas de genética molecular para ajudar na identificacdo dos fungos
por meio do seu DNA.

3. O que percebemos/observamos?

Descobrimos a presenca de fungos filamentosos e leveduras dentro das
colmeias das abelhas estudadas. A diversidade de fungos isolados é
correspondente a disponibilidade da microbiota de fungos do ambiente
amazobnico, sendo que os principais fungos filamentosos isolados foram dos
géneros Aspergillus, Penicillium e Cladosporium, e das leveduras o principal
género identificado foi Candida, estes géneros também foram isolados em
outros estudos semelhantes*®. Além disso, isolamos e identificamos o
fungo Monascus ruber o qual ja foi observado previamente em colmeias de
abelhas Scaptotrigona depilis, realcando a possibilidade de que este fungo
também tenha alguma relacdo de mutualismo com M. interrupta e M.
seminigra?.

E importante destacar que o género Monascus € amplamente utilizado
na producdo de corantes para a culinaria, sendo muito comum em produtos
orientais. E um fungo com potencial biotecnoldgico para producéo de corantes e
por isso encontrar fontes naturais onde possa ser isolado é bastante relevante e

promissor.

4. Para que fazemos?

Conseguimos observar que existem fungos que estdo presentes dentro
das colmeias das abelhas, que estes nao oferecem risco a colmeia, mas vivem
em equilibrio com as abelhas. Futuras pesquisas responderéo se deste grupo de
fungos presentes nas colmeias existe alguma espécie de fungo com relacdo de
mutualismo mais especifica com as
abelhas Melipona interrupta ou Melipona seminigra. As descobertas
encontradas ajudarao as futuras pesquisas a esclarecer como funciona a relagcéo
entre fungos e abelhas, e como isso pode ser Util para a criacdo de abelhas e
para sua conservacao, lembrando que a preservacdo das abelhas € de muita
importancia por questdes ecoldgicas e econémicas, pois um manejo cada vez

mais ajustado a biologia dessas abelhas é essencial. Nossos achados abrem
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uma linha de investigagdo solida sobre o potencial biotecnolégico dos fungos
associados as colmeias de abelhas sem ferrdo amazobnicas, que podem

efetivamente contribuir para a bioeconomia amazonica.
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1. O que fazemos?

Os peixes na Amazonia possuem uma grande variedade e, de modo geral,
estdo divididos em dois tipos: 0s que possuem escamas e 0S que tem o corpo
coberto por placas 6sseas ou couro liso. A piramutaba (Brachyplatystoma
vaillantii) faz parte do grupo dos peixes lisos ou de couro (Figura 1) (Ordem
Siluriformes). Sendo também conhecida como um dos bagres migradores pois
nasce, cresce e se reproduz em areas geograficas distintas, desde o grande
estuario do rio Amazonas até as cabeceiras do Solimbées/Amazonas, e seus

afluentes de dgua branca'?.

Figura 1 — Exemplar de piramutaba (Brachyplatystoma vaillantii) (Fonte: Acervo Projeto Pirada).

Ao longo do sistema Estuario-Amazonas-Solimdes (EAS), esta espécie &
capturada desde Belém, na boca do rio Amazonas, até a cidade lquitos,
aproximadamente 5500 quilébmetros a Oeste, proximo aos Andes peruanos. A
piramutaba esta entre os peixes mais pescados da Amazbnia sendo muito
importante para a economia local, regional, nacional e internacional. Sado cerca
de 30 mil toneladas comercializadas por ano, na regido amazénica.3*

Este bagre € importante ndo s6 para garantir o equilibrio necessario da

natureza, em conjunto com varios outros peixes, como também de fundamental
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importancia para a alimentacdo, como fonte de nutrientes necessarios a boa
saude das popula¢des humanas, e economicamente como garantia de geracao
de emprego e renda. Por isso é fundamental conservar a existéncia da
piramutaba em seu ambiente natural, contribuindo ndo somente com dinheiro no
“bolso” dos envolvidos na pesca, mas também garantir o peixe no “prato” do povo
e de preferéncia com a farinha do Uarini, ndo é mesmo? Para isso, muitas
informacdes sobre este peixe sdo necessarias para sugerirmos acfes e medidas
mais adequadas a serem executadas e cumpridas (as quais chamamos de
manejo) por todos os envolvidos e beneficiados com a pesca.

Estudos realizados a partir do DNA séo fundamentais para compreender
melhor o ciclo de vida da piramutaba na Amazoénia. O DNA contém informacdes
que podem revelar se individuos de uma determinada espécie compdem uma
Unica populacdo geneticamente homogénea. Nesse sentido € de fundamental
importancia o estudo da genética, juntamente com os demais estudos dessa
espécie de peixe. Assim, nosso trabalho teve como objetivo delimitar o nivel de

variacdo genética da piramutaba ao longo dos rios da Amazonia.

2. Como fazemos?

Amostras de tecido muscular (em torno de 30 amostras/local) de
piramutaba foram coletadas em portos de comercializacdo de pesca em cinco
municipios situados no Sistema Solimdes-Amazonas (Belém/PA, Santarém/PA,
Manaus/AM, Tefé/AM e Tabatinga/AM), e em afluentes como os rios Madeira
(Porto Velho/RO), I¢a (Ipiranga/AM) e Japura (Vila Bittencourt/AM), todos no
Brasil. O DNA foi extraido, conforme o protocolo desenvolvido especificamente
para amostras de tecido muscular. Em seguida foi realizada a amplificacéo
(PCR) de um fragmento do DNA mitocondrial denominado regido controle. O
produto da PCR foi purificado para se retirar elementos que pudessem interferir
na leitura do DNA na ocasido em que a sequéncia nucleotidica da regidao controle
de cada individuo foi gerada, para posterior analise em programas de

bioinformética.

3. O que percebemos/observamos?
Nosso estudo revelou informacdes interessantes sobre o seu ciclo de vida.

Até mesmo confirmando algumas informagdes ja existentes. No mapa (Figura
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2), cada cor (haplétipos) representa um grupo de individuos iguais
geneticamente.

Depois de nascidas nos afluentes, muitas piramutabas vao para o rio
Solimdes e descem migrando rumo ao estuario em Belém, onde todas elas se
reinem formando um grande grupo e como ainda sdo muito pequenas, se
alimentam de pequenos animais (pequenos crustaceos e insetos) por um certo
tempo. Depois comecam a subir o rio Solimdes, passando por Santarém,
Manaus, Tefé, Alto Solimdes até a regidao do Peru perto das cordilheiras dos
Andes, podendo adentrar os tributarios que ficam neste caminho. Nesse trajeto
de volta, elas se alimentam e crescem até estarem prontas para reproduzir
(Figura 2). Com o estudo do DNA, verificou-se que a piramutaba é composta por

uma unica populagdo com caracteristicas genéticas muito proximas.
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Figura 2 — Representac¢éo e distribuicdo dos individuos de piramutaba ao longo da calha do rio
Solimdes/Amazonas e seus afluentes Madeira, I¢a e Japura (Fonte: Batista et al. 2005°).

Com os dados obtidos podemos sugerir medidas e acbes de manejo
diferentes entre o Estuario e o Alto Solimdes para a pesca da piramutaba; e
acOes semelhantes nos demais locais da calha do rio Solimdes. Além disso, as
medidas de manejo para a piramutaba nos afluentes, devem ser diferentes das
aplicadas nos locais da calha do Solimées/Amazonas, em funcéo dos afluentes
Ica, Japura e Madeira serem os locais de desova e assim contribuirem com uma

boa parcela para o grupo a ser formado que migra rumo ao estuario amazonico.
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Assim como Varios outros bagres migradores na Amazonia, a situacao atual
do estoque da piramutaba requer uma acao conjunta, politica e técnico-cientifica
através de uma abordagem multidisciplinar e transfroteirica.

Vérias questdes desafiadoras precisam ser consideradas como o crescente
esforco para captura de peixes; a falta de controle sobre o tamanho e a
guantidade de peixes capturados; o uso descontrolado da terra e o
desmatamento em vérias Bacias e Sub-bacias da Amazodnia resultando na
deterioracé@o do habitat, especialmente das areas de desova; e a construgéo de
grandes barragens para geracao de eletricidade em rios importantes que
ameacam as rotas de migracao e o acesso aos habitats de desova. No entanto,
a sustentabilidade das populacdes de peixes e a cadeia econémica que eles
sustentam, especialmente através das fronteiras internacionais, continuam a
depender de avaliacdes populacionais precisas, incluindo seus parametros

genéticos e conhecimento detalhado de seu comportamento e ecologia®”’.

4. Para que fazemos?

Para um peixe migrador como a piramutaba, tanto a atividade pesqueira
guanto a ecologia da espécie mudam de uma regido para outra. Assim, para
viabilizar uma série de medidas politicas que proporcionem a gestdo e
conservacao efetiva desse recurso, é imprescindivel uma série de acées bem
coordenadas entre os paises envolvidos. Nossos resultados oferecem subsidios
para os tomadores de decisao elaborarem e executar essas acoes.

Assim, em futuras politicas de manejo da piramutaba deve-se considera-la
como uma Unica populacao no canal principal e, mesmo que as piramutabas do
rio Solimdes/amazonas e dos afluentes possam compor um Unico estoque
genético, sugerimos medidas de manejo para a piramutaba nos afluentes,
diferentes das aplicadas nos locais da calha do Solimées/Amazonas, em funcéo
dos afluentes Ica, Japura e Madeira serem o0s locais de desova e assim
contribuirem com uma boa parcela para o grupo a ser formado na calha que

migra rumo ao estuario amazonico.
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1. O que fazemos?

A Biologia é uma area do conhecimento extremamente importante, pois
trata sobre os aspectos da vida e suas interagdes. A Educacdo Ambiental (EA)
€ uma das suas vertentes, e na escola, infelizmente, os assuntos dessa area
muitas vezes nao sao abordados de forma facil, de maneira que o estudante
tende a absorver tudo de forma rapida e as vezes mecanica, e nem sempre
entende a importancia de se compreender o ambiente que o cerca. A EA foi
criada para trazer ao conhecimento da sociedade os riscos e as implicagoes
negativas que a falta de cuidado com o ambiente pode trazer para 0 homem e
para a diversidade bioldgica.

O Brasil participou de todos os eventos realizados em prol do meio
ambiente e decretou leis ambientais que regulamentam como a EA deve ser
trabalhada nas escolas e pelos governos. A lei N° 9.795 de 27 de abril de 1999
se refere a politica ambiental e em seu artigo segundo, sobre a Politica Nacional
de Educacdo Ambiental, confirma que "A educa¢do ambiental € um componente
essencial e permanente da educacdo nacional, devendo estar presente, de
forma articulada, em todos os niveis e modalidades do processo educativo, em
carater formal e ndo-formal'. Desta forma é possivel ndo somente incutir e
moldar habitos em criancas, jovens e adultos, mas também auxiliar na
concepcao de respeito em relacdo ao ambiente, uma vez que fazem parte deste,
levando essa educacéo a ser trabalhada ndo sé no ambito escolar, mas também

pela midia e pelas familias em seus lares.
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2. Como fazemos?

O objetivo principal foi utilizar um jogo didatico para ministrar conceitos
relacionados a EA aos estudantes. Foi selecionada uma escola publica na cidade
de Manaus (AM) para aplica-lo. Duas turmas do ensino médio (Turma A e Turma
B, que correspondem respectivamente ao 2° e 3° ano), foram selecionadas
aleatoriamente para o desenvolvimento de uma oficina educativa que incluia
uma palestra ministrada em linguagem acessivel e na qual conceitos referente a
EA e outras informacdes importantes estavam inseridas, posteriormente foi
aplicado o jogo didatico interativo PIRADADOS (Figura 1)?, (PIRADA — nome do
Projeto e DADOS - resultados obtidos no Projeto), desenvolvido pelo projeto
PIRADA (PIRA referente aos peixes PIRAmutaba, PIRAiba e ADA de dourADA),
do INPA. Utilizar essa abordagem didatica nos permitiu trazer algo novo para o
dia a dia académico dos estudantes.

O jogo é formado por elementos que incluem um tabuleiro e pecas como
pedes, dados, etc., ha cartas com questdes que precisam ser respondidas para
gue o0s jogadores possam avangar no mapa, e para que os jogadores tenham
conhecimento para aplicar ao jogo, uma palestra € apresentada aos estudantes

antes disso.

Figura 1. Elementos que compdem o jogo de tabuleiro didatico interativo PIRADADOS.
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Os estudantes responderam a um questionario antes da palestra,
necessario para avaliar o que eles sabiam sobre os assuntos abordados durante
a palestra e a aplicacdo do jogo. Posteriormente eles responderam o mesmo

guestionario, assim, conseguimos comparar o resultado dos testes.

3. O que percebemos/observamos?

Observamos que utilizar o jogo didatico melhorou o entendimento dos
estudantes quanto aos assuntos abordados. As colunas em roxo (Figura 2)
correspondem aos acertos dos questionarios das turmas A e B, e as colunas em
lilds, aos erros. Percebe-se claramente que os estudantes conseguiram absorver

0s conceitos apresentados, desenvolvendo o0 senso critico.

250
200

150 ™ Acertos

Erros

100

50

PRE teste POS teste

Figura 2. Compilado dos dados de acerto e erro avaliados no PRE e POS testes. Eixo X
apresenta o resultado dos testes das turmas A e B, e 0 eixo Y a porcentagem dos valores do
grafico.

4. Para que fazemos?

Esse trabalho foi desenvolvido para demonstrar que a Biologia pode ser
explicada de forma mais divertida, uma vez que houve aumento no nimero de
acertos das questdes aos estudantes apos o término das atividades da oficina.
A EA é muito importante e projetos que desenvolvem metodologias diferenciadas
merecem ser propagados.

Se a juventude entender melhor o seu papel como agente de mudanca no
mundo, o futuro das proximas geracdes podera ser melhor. E ao meio ambiente

sera dada a chance de se recuperar dos danos sofridos ao longo dos anos,
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Sumario

contribuindo para que haja uma exploracdo consciente e sustentavel de

recursos, visando a conservacao das espécies e da natureza.
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1. O que fazemos?

A bacia amaz6nica é considerada o local com mais alta biodiversidade
tanto aquatica como terrestre. Sua grande extensdo, porém, € uma das causas
da necessidade de informacdes continuas sobre a diversidade nela existente. O
estudo continuo desta diversidade permanece sendo realizado apenas para
algumas espécies e ambientes. Dessa forma, torna-se dificil o entendimento do
Impacto que as alteragbes ambientais causam nos organismos; tanto as
causadas pelo homem como aquelas de ordem natural.

Existe uma metodologia que vem sendo empregada para identificacdo de
varias espécies a partir de amostras de DNA presentes no solo, agua, ar ou
gelo!, denominada DNA ambiental (eDNA em inglés). O eDNA detecta qualquer
forma de material genético que vem dos organismos presentes no local de
coleta, a partir da descamacéao da pele, escamas, saliva, secrecdo, muco, ovos,
fezes, urina, sangue, raiz, folhas, frutos, pdlen, organelas e corpos em
decomposicdo?. Portanto, nosso objetivo foi detectar o eDNA de vertebrados
aguaticos e terrestres em dois tipos de agua da regido amazobnica (preta e

branca).

2. Como fazemos?

Utilizamos a metodologia do eDNA para detectar espécies de vertebrados
a partir de amostras de agua do rio Negro (agua preta) e do rio Solimdes (dgua
branca) (Figura 1). As amostras de agua foram filtradas utilizando filtros de fibra

de vidro (tamanho do poro de 0,7 um e 47 mm de diametro) e uma bomba
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peristaltica acoplada ao sistema de filtragdo. Para a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), utilizou-se cinco pares de primers desenhados para
vertebrados terrestres (EcoPrimer), sendo que dois amplificam a regido 12S
rRNA e trés da regido 16S rRNA do DNA mitocondrial® e um par de primers
desenhado para peixes na regido 12S rRNA (MiFish)?.

B
RO

E MiFish

Figura 1: Fluxo de trabalho com o DNA ambiental. (1) Coleta de 4gua branca e preta (analisadas
separadamente); (2) Filtracdo da agua; (3) Armazenamento de cada filtro; (4) Extracdo de eDNA
dos filtros; (5) Termociclador para aumentar a quantidade de cépias de DNA-alvo (6) Eletroforese
em gel para visualizacdo das cépias de DNA-alvo obtidas na etapa 5; (7) Sequenciamento de
Sanger para obtencao das sequéncias de DNA-alvo; (8) Deteccéo das espécies de vertebrados
terrestres com primers EcoPrimer e; (9) de peixes com primers MiFish. Fonte: Imagens retiradas
separadamente do Google Imagens.

O sequenciamento foi realizado em um equipamento ABI-3130 pelo
método de Sanger. As sequéncias obtidas foram editadas e montadas no
software BioEdit. A seguir realizamos a comparagcédo com BLASTn no banco de
dados NCBI.

3. O que percebemos/observamos?

A comparacdo com o banco de dados NCBI possibilitou a identificacéo de
diferentes grupos de organismos aquaticos e terrestres nas amostras de agua
dos rios da Amazoénia (Figura 2).
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Figura 2: Porcentagem geral dos organismos aquéticos e terrestres encontrados em ambas as
aguas (branca e preta) a partir de amostras de DNA ambiental.

A presenca de DNA de vertebrados terrestres nas amostras de agua foi
um resultado relevante. Mesmo que os vertebrados terrestres ndo vivam no
ambiente aquatico, é possivel coletar e identificar o eDNA de tais organismos na
agua dos rios, uma vez que, ao utilizar os corpos d’agua para seus afazeres e
necessidades durante a vida, deixam seu DNA no ambiente aquatico. Isso
possibilita que a técnica eDNA consiga identificar diferentes espécies, de
diferentes habitats, em um Unico evento de amostragem>.

Em uma pequena amostra de agua, existem varias moléculas de eDNA
através das quais é possivel identificar uma espécie em risco de extingdo, uma
espécie invasora que impacta as populacdes naturais, patdogenos diversos,
incluindo os que ocorrem em criacao de peixes, larvas de vetores de doencas
como a dengue, febre amarela, maléaria, dentre outros. Ou seja, podemos utilizar
esta metodologia em pesquisas ecoldgicas, bioldégicas, ambientais e de
conservacdao. A deteccdo de uma espécie alvo ou da diversidade de peixes, por
exemplo, pode ser obtida rapidamente e com o minimo de invasdo aos
ambientes naturais, pois evita o sacrificio dos individuos que seriam amostrados,
além de diminuir o esfor¢co de coleta que geralmente envolve o uso de varios

apetrechos de pesca e demanda muitas horas de trabalho de campo.

4. Para que fazemos?
A principal contribuicdo deste trabalho foi a aplicacdo do método de eDNA
em corpos de dgua da bacia amazobnica como ferramenta na identificagdo dos

vertebrados aquéaticos e terrestres. Os dados obtidos servirdo como base para
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futuros estudos de distribuicdo e monitoramento das espécies que habitam os

corpos d’agua amazonicos.
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1. O que fazemos?

A diversidade biolégica esta distribuida em varios niveis (genética,
taxonbmica, ecossistémica), sendo que o Brasil € considerado o primeiro dentre
os 17 paises megadiversos que concentram alta biodiversidade e espécies
exclusivas. Quando pensamos em uma espécie, é comum imaginarmos
individuos com formas e cores unicas, diferenciando-se assim dos individuos de
outras espécies. Apesar de geralmente isso ocorrer, alguns organismos
fisicamente idénticos (ou muito semelhantes) podem, na verdade, tratar-se de
espécies distintas. Essas espécies cripticas apresentam particularidades
marcantes em seu DNA a tal ponto de serem consideradas diferentes, embora
tal distingdo nao seja refletida visualmente em sua morfologia.

Esse é o0 caso do lagarto Copeoglossum nigropunctatum (Figura 1A),
membro da familia Scincidae, popularmente conhecido como calango-liso. Essa
espécie € amplamente distribuida pela Amazénia, estendendo-se também para
os biomas Cerrado e Mata Atlantical. Ao longo dessa vasta distribuicdo, um
estudo prévio identificou que C. nigropunctatum é composta por trés grupos
evolutivos (clados) distintos que apresentam singularidades genéticas?, porém
sem variac6es morfoldgicas substanciais. Tais grupos foram considerados como
espécies cripticas distribuidas nos setores oriental, ocidental e meridional da
distribuicdo de C. nigropunctatum.

Apesar de relevante, o estudo citado anteriormente ndo contou com uma
densa amostragem na Amazonia central, regido onde podem ocorrer outras
unidades evolutivas (linhagens) distintas destes lagartos. Dessa forma, o
objetivo de nosso trabalho foi investigar mais a fundo a diversidade de C.
nigropunctatum, visando compreender as distribuicdes geogréficas das espécies
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cripticas e linhagens adicionando amostras coletadas em localidades inéditas da

Amazobnia Central.

2. Como fazemos?

O DNA mitocondrial é uma 6tima ferramenta para estudos da
biodiversidade pois apresenta diversas caracteristicas que permitem
acessarmos a historia evolutiva relacionada as espécies ou linhagens?. Sabendo
disso, selecionamos o gene mitocondrial Citocromo-B (Cyt-b) para as
investigacgdes filogeogréficas do lagarto C. nigropunctatum.

Utilizamos sequéncias de DNA obtidas em outros estudos e
disponibilizadas na plataforma online do GenBank

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Além disso, complementamos a

amostragem com tecidos depositados nas Colecbes Cientificas do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazénia (Figura 1B). O material inédito foi
sequenciado no Laboratorio Tematico de Biologia Molecular (LTBM) do INPA.
Utilizamos as sequéncias de Cytb-b para inferir arvores filogenéticas,
abordagem que nos revela relagdes de ancestralidade dos organismos e sua
diversidade evolutiva. Também executamos andlises de delimitacdo de
linhagens para identificarmos grupos de individuos dentro de cada espécie que

possivelmente seguem trajetérias evolutivas independentes.

3. O que percebemos/observamos?

Nossos dados apontaram que o complexo de espécies cripticas C.
nigropunctatum € monofilético, sendo, portanto, originado de um ancestral
comum. Também identificamos as trés espécies cripticas propostas
previamente, indicadas como os clados “oriental”, “meridional” e “ocidental”.
Dentro dessas trés espécies candidatas, foram ainda encontradas novas

linhagens distintas (Figura 1C).
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Figura 1. Resultados sumarizados. A: individuo adulto de Copeoglossum nigropunctatum (foto
de Laurie J. Vitt). B: localidades amostradas no presente estudo. Pontos pretos correspondem
as amostras inéditas do nosso trabalho e os brancos, sequéncias ja publicadas. Poligonos
coloridos representam as distribuicdes das espécies cripticas ocidental, meridional e oriental,
correspondendo respectivamente as cores azul, vermelha e verde. C: arvore filogenética das
relagBes evolutivas de C. nigropunctatum. Cores das linhas (ramos) representam as espécies
cripticas do complexo, seguido o0 mesmo cddigo de cores da figura B. Barras coloridas indicam
as diferentes linhagens delimitadas. D: pontos de ocorréncia das linhagens delimitadas para o
clado oriental. E: pontos de ocorréncia das linhagens delimitadas para os clados ocidental
(circulos) e meridional (triangulos). Cdodigo de cores das figuras D e E referem-se as barras
coloridas da imagem C.

A inclusdo de amostras da Amazonia Central apontou essa regido como
uma area de contato, onde a distribuicdo geografica do clado oriental &
sobreposta com os clados ocidental e meridional. Por outro lado, né&o
encontramos evidéncia de sobreposicdo espacial entre o clado ocidental e
meridional (Figura 1B), sendo este um interessante padr&o a ser investigado em
estudos futuros.

As linhagens delimitadas para o clado oriental de C. nigropunctatum
(Figuras 1C e D) apresentaram sobreposi¢éo no norte da Amazonia, enquanto a
regido sul da bacia parece ser ocupada apenas por uma linhagem. O clado
meridional representou linhagens geograficamente esparsas e distintas (Figura
1C e E), podendo o padrao ser consequéncia de baixa amostragem na regido de
transicdo para o Cerrado, outro bioma de ocorréncia do complexo de espécies e
onde novos dados precisam ser gerados. Por fim, trés linhagens distintas foram
identificadas ocupando os extremos leste, oeste e norte da distribuicdo do clado

ocidental (Figuras 1C e E).
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4. Para que fazemos?

As linhagens e relacdes evolutivas descobertas nesse trabalho fazem
parte de uma investigacdo em andamento em que identificaremos areas de
endemismo filogeografico para pequenos vertebrados terrestres (lagartos,
marsupiais e roedores) na bacia amazobnica. Regiées de endemismo
filogeografico apresentam a ocorréncia sobreposta de diversas linhagens,
servindo como evidéncia de que essas passaram por eventos evolutivos
similares®. Com base nesses padrdes podemos investigar quais foram os
possiveis processos geoldgicos, ecoldgicos ou climaticos que promoveram a
diferenciacdo e acumulo espacial da diversidade genética desses organismos.
Areas com alto endemismo filogeografico também s&o relevantes para a
conservacdo da biodiversidade, visto que linhagens diversificadas podem

apresentar caracteristicas genéticas Unicas importantes para o futuro e

manutencao das espécies frente a cenarios de alteragcdes ambientais®.
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1. O que fazemos?

O conteudo de Evolugdo Humana é essencial para a compreensdo da
nossa existéncia e para o entendimento da complexa estruturacdo social que
temos atualmente. Em tempos remotos, os mistérios relacionados ao ser
humano eram explicados por meio de histérias e sem nenhum respaldo
cientifico. Entretanto, hoje compartilhamos de diversas informa¢des embasadas
em estudos e evidéncias, que demonstram o caminho evolutivo percorrido pelo
homem?.

Embora seja indispensavel para compressao do homem atual, o ensino
da Evolucdo Humana em biologia evolutiva ainda é algo desafiador, pois € visto
como contrario aos principios religiosos que permeiam a teoria criacionista?.
Dentre os principais motivos que dificultam a aceitacdo ou compreensao deste
tema, estdo as preconcepcdes que 0s proprios estudantes ja trazem consigo,
bem como a compreensé&o da evolugédo como sindnimo de progresso e melhoria,
a visao antropocéntrica sobre o0s processos evolutivos e a presenca da
concepcao criacionista, a qual nega os preceitos cientificos e aceita somente a
Criacdo (no contexto biblico) como teoria que explica a origem da vida e
evolucido das espécies?.

Antes da utilizacdo de qualquer abordagem pedagogica € importante ter
nocao da percepcao dos estudantes sobre o tema a ser trabalhado, pois, estudos
dessa natureza baseiam-se na interpretacdo que o individuo faz diante dos
acontecimentos da realidade. Percepcdo essa que é peculiar, cada pessoa
percebe um objeto ou uma situagao de acordo com os aspectos que tém especial
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relevancia para si propria*. Desse modo, o presente estudo visou avaliar a

percepcao de estudantes do ensino médio sobre a tematica “Evolucdo Humana”.

2. Como fazemos?

O presente trabalho ocorreu no Centro de Ensino Dorgival Pinheiro de
Sousa, localizado na cidade de Imperatriz/Maranhdo, em dezembro de 2019,
com estudantes de 1° e 2° ano do ensino médio da rede publica de ensino, turno
vespertino, quantificados respectivamente em 20 e 22 estudantes. Aplicamos um
guestionario com trés perguntas com o intuito de identificar as concepcgdes e
conhecimentos prévios apresentados pelos estudantes relacionados ao assunto,
além de identificar possiveis influéncias religiosas em sua compreensao sobre a

origem do homem.

3. O que percebemos/observamos?

As perguntas e as porcentagens das respostas que visaram verificar a
percepcédo dos estudantes sobre evolugcdo humana podem ser observadas na
Tabela 1.

Tabela 1. Resultados sobre a percepcédo de estudantes do ensino médio de turmas de 1° e 2°
ano sobre Evolucdo Humana.

RESPOSTAS
QUESTOES 1° 2°
ANO ANO
1 Qual das teorias vocé acredita que explica a Origem Humana?
a) Criacionismo 73%  85%
b) Evolucionismo 27% 15%

2 Em sua opinido, qual das alternativas abaixo expressa corretamente o
conceito de Evolu¢cdo Humana?
a) A Evolugcao Humana € o conjunto de processos que moldaram o Homo 64%  15%
sapiens ao longo do tempo, demonstrando o grau de parentesco e as
modificacdes que os diferenciam dos demais hominideos.
b) A Evolucdo Humana é a transformacéo do homem a partir do macaco. 18%  10%
¢) Nao ha Evolugcao Humana, pois acredito que o homem é fruto da obra 18%  75%
da criacéo divina (Deus).

3 Como vocé adquiriu 0 seu conhecimento sobre a origem do homem?

a) Escola 59% 40%
b) Igreja 32%  50%
C) Outros 09% 10%

Fonte: Autoria propria.
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A turma (2° ano), na qual metade (50%) da amostragem dos estudantes
adquiriram prioritariamente o conhecimento sobre a origem do homem na igreja
(pergunta 3), foi a mesma em que 75% dos entrevistados disseram nao haver
evolucdo na espécie humana, por acreditarem ser o homem fruto da criacdo
divina (pergunta 2); e 85% consideram o criacionismo como melhor explicacdo
para origem humana (pergunta 1). O que indica uma relacdo entre a fonte do
conhecimento (escola ou igreja) e a resisténcia/aceitacdo de concepcoes
evolucionistas.

Por outro lado, na turma de 1° ano, na qual mais da metade dos
estudantes entrevistados (59%) disseram ter adquirido o conhecimento sobre a
origem do homem na escola (pergunta 3), 64% entendem a evolu¢cdo humana
de acordo com os preceitos cientificos (opcédo A, pergunta 2). Mesmo assim,
essa turma ainda tem uma alta porcentagem de estudantes cuja crenga esta
baseada no criacionismo (73%, pergunta 1).

Houve uma certa relacdo entre onde (se na igreja ou na escola) se
aprende as afirmacdes relacionadas a origem do homem e o nivel de resisténcia
aos preceitos cientificos, de maneira que quanto mais envolvidos estdo os
estudantes com crencas religiosas, maiores sdo as dificuldades encontradas
para a concepcao das teorias cientificas®®.

Em linhas gerais, mesmo passados 161 anos da publicagdo do livro “A
Origem das Espécies” de Charles Darwin, a adesdo dos estudantes
entrevistados no presente trabalho ao criacionismo ainda configura a maioria.
Isto pode indicar que o conhecimento cientifico, e suas premissas, precisam ser
abordados de forma que o estudante seja levado a refletir, questionar e a buscar
explicagbes baseadas na ciéncia de maneira a construir os impactos esperados.
Esta seria uma provavel explicacdo do que possa ter ocorrido com a turma do 1°
ano, cujas respostas da maioria dos estudantes estiveram de acordo com 0s
achados cientificos para pergunta 2. E importante que tal senso critico seja
desenvolvido desde os primeiros anos da educacdo béasica na forma de
alfabetizacéo e letramento cientifico’.

Desse modo, é importante que temas como a Evolu¢cdo Humana sejam
trabalhados em sala de aula com estratégias diferenciadas e de forma imparcial

para que os estudantes consigam entender que as explicacdes cientificas
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surgem a partir de inUmeras evidéncias e que por isso sdo sustentadas pela

ciéncia.

4. Para que fazemos?

Existe uma forte adesdo ao criacionismo pelos estudantes da escola
estudada e isso pode ter impacto negativo na aprendizagem relacionada a
biologia evolutiva que pode se estender além da espécie humana. Encoraja-se,
portanto, que a escola promova metodologias de ensino alternativas para

abordar o tema Evolugdo Humana.
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1. O que fazemos?

Crencas e concepcdes religiosas podem dificultar e impactar o
aprendizado de evolucéo organica por estudantes do ensino médio!. Para driblar
essa dificuldade, atividades ludicas que integrem a biologia evolutiva sdo boas
alternativas, uma vez que possibilitam uma melhor compreensédo do enredo
evolutivo?, bem como favorecem aulas mais dindmicas, importantes para
estimular o interesse, a concentracao, fixacdo de conteudos e a motivacédo dos
estudantes?.

Além disso, os jogos ludicos reforcam a aprendizagem dos discentes por
favorecerem a relacéo tedrica e pratica, sobretudo em relagdo a compreensao
dos distintos processos que comprovam a evolucdo, que, por conta da
complexidade dos conteudos, podem desestimular os estudantes, o que resulta
no conhecimento evolutivo superficial e, muitas vezes, equivocado®. Diante do
exposto, objetivamos potencializar a aprendizagem em relagdo as evidéncias
evolutivas por meio da elaboracao e aplicacao de um jogo didatico e ludico, entre

estudantes do ensino médio da rede publica de ensino.

2. Como fazemos?
2.1 — Elaboracao do Jogo

Um Jogo didatico intitulado “Show da Evolucao” foi elaborado e
composto por uma roleta, confeccionada com material acessivel e de baixo
custo, tais como placa de poliestireno, cartolinas, EVA, palito de churrasco de
oito centimetros e duas tampas de garrafas pet (Figura 1). Trés temas

relacionados a biologia evolutiva: fésseis, embriologia e anatomia comparada e
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estudos moleculares, foram impressos e posicionados na roleta. Uma relagéo
com perguntas sobre os referidos temas foi elaborada e disponibilizada no Jogo,
além do recurso “Socorro”, que consiste em trés ajudas: () perguntar ao
professor que estivesse em sala, (1) ter 30 segundos para pesquisar na internet
ou (1) pedir auxilio dos demais componentes do grupo. Dessa maneira, cada
grupo/jogador recebe trés ajudas, podendo usar cada uma somente uma vez,
em questdes diferentes, ao longo da partida.

A cada questao respondida corretamente, o integrante ganha uma peca
de trés quebra-cabecas distintos (um por grupo), de forma que, 0 grupo com
maior nimero de acertos detém o maior nimero de pecas. Tais quebra-cabecas
expunham distintos fésseis e um breve comentario sobre cada um. O grupo que

completou o quebra-cabeca, ou chegou mais perto disso, venceu o jogo.

Figura 1: Roleta utilizada para escolha dos temas no jogo “Show da Evolugédo” proposto para
estudantes do ensino médio da rede publica do Maranhéo.

2.2 — Aplicacéao do Jogo

O presente trabalho foi realizado em uma Escola da rede publica de
ensino do Estado do Maranhdo, o Centro de Ensino Dorgival Pinheiro de Sousa,
em novembro de 2019. Primeiramente, foi ministrada uma aula expositiva de 20
minutos com o tema “Evidéncias Evolutivas” utilizando literatura especializada*
com foco nos trés métodos de estudo e suas respectivas questbes
contextualizadas e abordadas no Jogo. Logo apds, foi aplicado o jogo didatico.

Para a execucado de tal atividade ludica, dividimos a turma em trés

grupos que tiveram seus respectivos representantes, responsaveis por
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responder as perguntas. Estes foram submetidos a questbes relacionadas aos
trés temas expostos durante a aula. Para dar dinamica, os temas de cada
pergunta eram sorteados através do giro da roleta realizado pelo representante
na sua devida vez. Quando ndo conseguia responder as questdes por conta
prépria, o representante poderia utilizar o recurso “Socorro”.

A medida que os representantes foram respondendo as questdes, foram
substituidos por outros integrantes, de forma que cada representante sO
participasse uma vez, exceto no momento que o recurso “Socorro” foi utilizado,
guando ele poderia também ser consultado no Socorro lll. Isso permitiu o
envolvimento dindmico de um maior nimero de estudantes na atividade ludica e
didatica.

Para avaliar a assimilacdo do assunto com essa metodologia e fazer
uma breve validagao do jogo, 14 estudantes foram aleatoriamente escolhidos e
responderam trés questfes de multipla escolha relacionadas ao tema abordado.
As mesmas questdes foram aplicadas antes e depois da atividade Iudica. As

perguntas e respostas foram baseadas em literatura especializada®.

3. O que percebemos/observamos?

Por meio da aula expositiva aliada ao jogo “Show da Evolugao”, ocorreu
aumento na porcentagem de acertos nas questdes analisadas (Tabela 1). A
pergunta cujo aumento de acertos foi maior esta relacionada a definicdo de
fésseis, conceito chave para o entendimento de evolugéo bioldgica. Isso mostra
gue a atividade ludica realizada foi crucial para a assimilacdo do conteudo. O
gue provavelmente possa ser explicado pela maior aprendizagem com
abordagens interativas do que em aulas tradicionais?, pois as metodologias

ativas tém o poder de motivar o estudante®.
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Tabela 1. Porcentagem de acertos das questbes respondidas pelos estudantes, antes (A) e
depois (D) da atividade ludica.

% de acertos

Ne° Questdes
Antes Depois
1 Como se determina a idade de um fassil? 42,85 64,28
2 E chamado de fossil*? 21,42 92,85
3 O que é a embriologia comparada? 0 50

*Como as questbes eram de multipla escolha, uma delas correspondia ao conceito de féssil.
Fonte: Autoria propria.

O jogo didatico interativo “Show da Evolugao” demonstrou ser uma
ferramenta didatica interessante para apresentar o conteudo relacionado a
biologia evolutiva e ajudar na etapa de assimilacdo. Utilizar metodologias ladicas
para o ensino de evolucdo organica na educacdo basica € muito importante
porque podem ajudar na superacao das dificuldades/resisténcias apresentadas
pelos estudantes em relacéo a esse tema devido a crencas pré-estabelecidas?.

4. Para que fazemos?

O presente trabalho apresentou uma abordagem alternativa para expor
evidéncias da teoria da evolugdo organica, tema fundamental para o
aprendizado de biologia e consequentemente de ciéncias. Essa proposta visou
facilitar a apresentacdo e assimilacdo do conteudo didatico e podera ser
adaptada e utilizada por professores da educacdo basica para o ensino de

evolucéao.
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GLOSSARIO

Adulticida: agente quimico capaz de exterminar mosquitos ja em fase adulta.

Anatomia comparada: estudo das semelhancas e diferencas entre estruturas
anatdmicas de duas ou mais espécies para determinar seu grau de parentesco.

Antitumoral: aquilo que impede o desenvolvimento de tumores.

Antropocentrismo: Ideologia que coloca 0 homem como um ser superior a
todos os outros, sendo ele o centro do universo.

Antropofilia: em biologia, diz-se de individuos hemato6fagos que tem preferéncia
por seres humanos.

Arbovirus: Virus que se instalam em hospedeiros artrépodes.

Arvores filogenéticas: representacdo grafica, em forma de arvore, que
apresenta as relacdes evolutivas entre varias espécies que possam ter um
ancestral comum.

Atividades biologicas: benéficos ou adversos de uma substancia quimica
sobre 0s seres Vivos.

Basidiomas: estrutura multicelular, caracteristica dos fungos basidiomicetos,
dentro da qual se formam os basidios.

Bioinformatica: campo interdisciplinar que corresponde a aplicacédo de técnicas
da informatica, no sentido de analise da informacéo, nas areas de estudo da
biologia.

Biotecnoldgico: area de estudo e desenvolvimento de seres modificados em
laborat6rio com o intuito de promover o aprimoramento de técnicas em Varios
setores da sociedade.

Cadinho: recipiente em forma de pote, normalmente com caracteristicas
refratarias, resistente a temperaturas elevadas, no qual sdo fundidos materiais a
altas temperaturas.

Centrbmero: € a regido mais condensada do cromossomo, normalmente
localizada no meio dessa estrutura, onde as cromatides-irmas encontram-se
ligadas.

Citogenotoxicos: capacidade de alguns agentes quimicos de danificar uma
célula e a informacgé&o genética no interior dela, causando mutagdes ou induzindo
modificacdes na sequéncia nucleotidica ou da estrutura em dupla hélice do DNA
de um organismo Vvivo.
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Clados: clado ou ramo € um grupo de organismos originados de um Unico
ancestral comum exclusivo.

Clonagem: processo de reproducdo assexuada que resulta na obtencdo de
cdpias geneticamente idénticas ao ser vivo que deu origem.

Cddigo de barras de DNA: sdo sequéncias curtas de DNA, amplificadas por
PCR e sequenciadas, que podem ser utilizadas na distincao e identificacao de
espécies.

Cromatides: filamentos de DNA condensado, que forma uma das duas partes
do cromossomo, chamadas cromatides.

Culicidae: familia de insetos habitualmente chamados de muricoca, mosquitos
ou pernilongos.

Custo efetivo: em biologia, diz-se do gasto sobre uma determinada atividade
bioldgica, por exemplo, na producéo de filhotes.

Dilapiol: composto quimico organico, encontrado no 6leo essencial extraido de
uma variedade de plantas, incluindo a Piper aduncum.

Diptera: ordem de animais com duas asas, pertencente a classe dos insetos,
incluindo moscas, mosquitos, varejeiras, pernilongos, borrachudos e mutucas.

DNA barcode: sequéncias curtas de DNA, com cerca de 500 a 800 pares de
bases nitrogenadas, utilizadas na distingéo e identificacéo de espécies.

DNA mitocondrial: material genético presente nas mitocondrias celulares,
passado maioritariamente de mae para filhos.

Eletroforese em gel de agarose: técnica usada em laboratorios para separar
fragmentos de DNA, de acordo com seu tamanho.

Elipsoidal: que tem a forma de elipse, ou seja, em forma conica.

Embriologia: estudo de todo o processo de desenvolvimento dos embrides, da
fecundacéo a formacao dos seres vivos.

Endémico: espécie, organismo ou populacéo de organismo nativo de, ou restrito
a determinada regiéo geografica.

Endofagia: endo = dentro, fagia = alimentar, diz-se do individuo que se alimenta
dentro de alguma coisa, por exemplo o habito que os flebotomineos tém de
alimentar-se dentro de domicilios.

Engenharia genética: uso de técnicas de manipulacdo e recombinacdo dos
genes, através de um conjunto de conhecimentos cientificos (genética, biologia
molecular, bioquimica, entre outros), que reformulam, reconstituem, reproduzem
e até criam seres Vvivos.
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Espécies cripticas: espécies idénticas na aparéncia morfolégicas, mas que
revelam diferencas fisioldgicas, genéticas e comportamentais quando estudadas
mais detalhadamente.

Esporos: Unidades de reproducéo de plantas, algas, bactérias, fungos e alguns
animais.

Estudos moleculares: campo de estudo das interacdes bioquimicas celulares
envolvidas na duplicacdo do material genético e na sintese protéica, esta
intimamente ligada a genética e a bioquimica.

Estudos taxonémicos integrativos: estudos que utilizam conhecimentos de
genética, juntamente com métodos de identificagdo tradicionais para se obter
melhores estudos de classificagédo e identificacdo de espécies.

Etanol: também chamado alcool etilico ou alcool, é uma substancia organica
obtida da fermentacdo de acucares, hidratacdo do etileno ou reducédo de
acetaldeido, encontrado em bebidas como cerveja, vinho e aguardente, bem
como na industria de perfumaria e como combustivel de motores.

Eucarioto: ser unicelular ou pluricelular que possui uma membrana nuclear,
além de organelas citoplasmaticas.

Evolucé&o: processo de variagao e adaptacao de populacdes ao longo do tempo,
podendo inclusive provocar o surgimento de novas espécies a partir de uma
preexistente.

Fago lambda: DNA de bactéria de peso molecular conhecido, usado para
guantificar o DNA de amostras com peso molecular ndo conhecido.

Filogenia molecular: também conhecida como filogenética molecular, é um
ramo da ciéncia que analisa as diferencas moleculares hereditérias,
principalmente nas sequéncias de DNA, para obter informacdes sobre as
relagdes evolutivas entre os organismos.

Fluxo genético: Movimento dos genes de uma populacao de individuos para
outra.

Fbésseis: restos ou vestigios de animais, plantas ou outros seres Vvivos
preservados em rochas, como moldes do corpo ou partes deste, rastros e
pegadas.

GenBank: banco de dados de Nucleotideos, localizado no National Institutes of
Health (NIH), armazenando informacdo sobre sequéncias nucleodidicas de
aproximadamente 260.000 espécies.

Gene: segmento de uma molécula de DNA (acido desoxirribonucleico),
responsavel pelas caracteristicas herdadas geneticamente.
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Genotéxico: capacidade de alguns agentes quimicos de danificar o material
genético da célula, induzindo modificacdes no DNA de um organismo vivo,
podendo causar mutacgdes.

Grupo monofilético: aquele que inclui o ancestral comum mais recente do
grupo e todos os descendentes desse ancestral.

Heterotroficos: ser vivo que ndo possui capacidade de produzir seu alimento a
partir da fixacéo de dioxido de carbono e por isso se alimenta a partir dos outros
Compostos inorganicos ou organicos.

Hifas: filamentos de células que formam o micélio dos fungos.

Isodilapiol: composto quimico semissintético, produzido a partir do dilapiol,
substancia majoritaria presente no 6leo essencial de plantas, como a Piper
aduncum.

Larvicida: aquele capaz de matar larvas de insetos.

Levedura: fungos unicelulares microscopicos fermentadores.

Marcador bioldgico: componentes celulares, estruturais e bioquimicos, que
podem definir alteracGes celulares e moleculares.

Microbiota: microorganismos que habitam num ecossistema.
Nerolidol: também conhecido como peruviol e penetrol, € um alcool
sesquiterpeno de ocorréncia natural encontrado nos 6leos essenciais de muitos

tipos de plantas e flores.

Neuroblastos: células embrionédrias, produzidas durante a gestacdo de um
futuro individuo, antes da formacao do tecido nervoso.

Nucleotidicas: blocos construtores dos acidos nucleicos, o DNA e o RNA.
Ovicida: substancia capaz de matar ovos ou évulos.

Oviposicdo: ato de expelir os ovos realizado por fémeas de animais
invertebrados.

Ovitrampa: armadilhas que simulam o ambiente perfeito para a procriacdo do
mosquito Aedes aegypti, onde um vaso de planta preto € preenchido com agua,
gue fica parada, atraindo 0 mosquito.

Parasitose: doenca causada por parasita.

Patégeno: organismo capaz de produzir doencas infecciosas aos seus
hospedeiros
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Peridio: parede externa ou membrana que envolve 0s esporos no corpo de
frutificacdo de certos fungos.

Plasmideos: moléculas circulares de DNA, presentes principalmente em
bactérias.

Plasmodio: protozoario parasita unicelular, que infecta os eritrécitos, causando
a malaria.

Polen: pequenos grédos, normalmente amarelos, que se formam nos sacos
polinicos das plantas com flores e que asseguram a fecundacéo.

Politénicos: grandes cromossomos que foram desenvolvidos a partir de padrao
de cromossomos e sdo comumente encontradas nas glandulas salivares de
insetos dipteros.

Precipitado: em biologia, diz-se da substancia que se separa de uma solucéo,
formando uma fase solida.

Protocolos: caracteristicas do que segue normas rigidas de procedimentos
bioldgicos.

Sequenciamento de DNA: processo de determinacdo da sequéncia de bases
nucleotidicas (As, Ts, Cs e Gs) em um segmento de DNA.

Serapilheira: camada formada pela deposicdo dos restos de plantas (folhas,
ramos) e acumulo de material organico vivo em diferentes estagios de
decomposicdo que reveste superficialmente o solo ou 0 sedimento aquatico.

Simbiose: associacdo a longo prazo entre dois organismos de espécies
diferentes seja essa relacdo benéfica para ambos os individuos envolvidos ou
nao.

Sistémicos: 0 mesmo que generalizados, metddicos, organizados, sistematicos.

SNPs: Polimorfismo de nucleotideo Unico ou polimorfismo de nucleotideo
simples (em inglés single nucleotide polymorphism; SNP).

Sorotipo: grupo de microrganismos inter-relacionados, caracterizados por
antigenos em comum.

Taxons: unidade taxondmica, associada a um sistema de classificacao
cientifica, pode indicar um reino, género ou uma espécie.

Termotolerante: microrganismos que toleram temperaturas acima de 40°C e
reproduzem-se nessa temperatura em menos de 24 horas.

Tripanocida: Que mata protozoarios tripanossomos.

Vetor: ser vivo com capacidade para transmitir parasitas, bactérias ou virus a
outro ser ou organismo.
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