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Resumo

A Eugenia uniflora (Myrtaceae), popularmente conhecida como pitangueira, é
uma espécie arborea nativa da Mata Atlantica brasileira, podendo ser encontrada
também em outros paises da América e na Africa. A planta adulta pode alcancar até 10
m de altura com tronco irregular, ramificado, de cor avermelhada. A madeira é utilizada
como lenha, e a ingestdo da infusdo de suas folhas é utilizada na cura de disturbios
estomacais, segundo a medicina popular. O objetivo deste trabalho foi analisar a
diversidade genética de uma populacdo natural de E. uniflora,do municipio de Séo
Borja na regido oeste do pampa gaicho. Amostras foliares foram coletadas de
individuos adultos para extracdo de DNA e posterior analise molecular através de
marcadores moleculares. Dois locos microssatélites foram amplificados e analisados
com auxilio do software GenAlEx. Os dados sugerem a necessidade de conservacgéo
dessa espécie no Pampa galcho, considerando o relativamente alto indice de
diversidade genética (nimero de alelos e He) e a provavel ocorréncia de cruzamentos
entre individuos aparentados.
Palavras-chave: Myrtaceae, pitangueira, heterozigosidade observada, heterozigosidade
esperada

Abstract

The Eugenia uniflora (Myrtaceae), popularly known as surinan cherry, is a tree
native to the Brazilian Atlantic Forest and can be found also in other Latin American
countries and Africa. The adult plant can reach up to 10 meters in height with trunk
irregularly branched, reddish in color. The wood is used as firewood and drinking the
infusion of its leaves is used to cure stomach ailments, according to folk medicine. The
objective of this study was to analyze the genetic diversity of a natural population of E.
uniflora in the municipality of S&o Borja in the western region of the pampas gaucho.
Leaf samples were collected from adult plants for DNA extraction and subsequent
analysis using molecular markers. Two microsatellite loci were amplified and analyzed
with the aid of the software GenAlEX. The data suggest the need for conservation of this
species in the Pampa gaucho, considering the relatively high level of genetic diversity
(number of alleles and He) and the probable occurrence of crosses between related
individuals.

Keywords: Myrtaceae, surinan cherry, observed heterozygosity, expected

heterozygosity.



1. INTRODUCAO

1.1 Origem

Originaria do Brasil, a pitangueira [Eugenia uniflora (O. Berg)] encontra-se
praticamente em toda extensdo territorial do pais, desenvolve-se bem em locais de clima
quente e Umido, uma vez que se adapta favoravelmente as diferentes condicdes
climaticas e edéaficas (LIMA, MELO & LIMA, 2002 apud MORTON, 1987). Desse
modo, a E. uniflora é difundida desde o Nordeste at¢é o Rio Grande do Sul,
ultrapassando fronteiras, espalhando-se por diversos paises da América do Sul e Africa.
Ainda que a planta seja nativa de um dos mais importantes Biomas Brasileiros, a Mata
Atlantica, é encontrada em vegetacdes distintas a de sua origem. E bastante versatil, ja
que cresce em diferentes ambientes como planicie arenosa perto do mar no sudeste e sul
do Brasil.

A E. uniflora pertence a familia Myrtaceae compreende cerca de 130 géneros e
4.000 espécies de plantas lenhosas, com distribuicdo predominantemente pantropical e
subtropical, concentrada na regido neotropical e na Australia (Souza e Lorenzi, 2005).
Suas espécies sdo arbustivas ou arboreas, com folhas inteiras, de disposi¢édo alterna ou
oposta e, as vezes, oposta cruzada, com estipulas muito pequenas (Joly, 1977).

A planta pode alcancar até 10 metros de altura com tronco irregular e
ramificado. As folhas tém forma oval, quando maceradas possuem aroma caracteristico.
A floragdo (Figura 1) da pitangueira é abundante de coloracao branca, e a época em que
florescem diverge de agosto a novembro. Ja o periodo de frutificacdo é entre outubro a
janeiro. As formas de uso da planta sdo bastante variadas, no que concerne a producéo e
comercializacdo da fruta, ndo se dispde de dados oficiais, tanto no Brasil quantos no
mundo, no entanto estima-se que o Brasil seja 0 maior produtor mundial. (Bezerra et al.,
2000). Trata-se de uma fruta (Figura 2) muito apreciada e a sua polpa é agridoce e
perfumada, através desta sdo obtidos geléias, vinhos, doces e licores, além disso, vem
ganhando atencdo em outros paises pelo seu sabor exotico e conteddo de vitaminas A e
C, onde tem sido reconhecida como alimento natural e saudavel (Ribeiro, 1998).
Portanto, existem grandes perspectivas de sua utilizacdo nas misturas entre sucos de
outras frutas, como também pode ser utilizada como aditivo em bebidas lacteas e, ainda,

na forma de refresco em pé e néctares (Bezerra et al., 2000).



Figura 1: Flores de E. uniflora.

Segundo, Almeida et al. (1995), a planta apresenta compostos fendlicos com
acdo antioxidante e algumas com acdo hipoglicemiante e anti-reumaticas, também
utilizadas em disturbios estomacais e como anti-hipertensiva. De acordo com a
medicina popular a ingestdo da infusdo de suas folhas tem aplicacdo principalmente
como hipotensor, anti-gota e estomaquico. Em vista disso é que atualmente existem
varias pesquisas farmacoldgicas sobre medicamentos fitoterapicos, mas nenhuma delas
pode afirmar sua eficacia.

Apesar desta ampla aplicacdo de seus produtos nao-madeireiros, um estudo
realizado por Costella et al. (2013) mostra que a espécie pode desaparecer de algumas
areas, ja que esta sendo utilizada principalmente apos o corte da mesma, com objetivo
de usufrui-la como lenha.

Pouco se sabe sobre a estrutura genética em pequena escala de populagdes de E.
uniflora, para isso é culminante entender processo como o fluxo génico, provendo

indicacdes a conservacdo da espécie no ambiente.

Figura 2: Frutos de pitangueira.



1.2 Bioma Pampa

Bioma € um conjunto de tipos de vegetacdo que abrange grandes areas
continuas, em escala regional, com flora e fauna similares, definido pelas condigdes
fisicas predominantes nas regifes. No Brasil, sdo encontrados seis Biomas distintos,
Amazonia, Caatinga, Mata Atlantica, Cerrado, Pantanal e Pampa (Pillar et. al., 2009).

O Pampa, também denominado Campos Sulinos, esta presente somente no Rio
Grande do Sul, ocupando 63% do territério do estado, e se estende pelo Uruguai e
Argentina (Figura 3). O clima é marcado por invernos rigorosos e temperaturas
negativas, verdo com temperaturas médias de 34°C, e primavera chuvosa. E um
ecossistema natural com grande diversidade de espécies animais e vegetais, sua
conservagao, porém, tem sido ameacada pela degradacdo associada a invasdo de
espécies exdticas, além de seu uso inadequado. A fragilidade natural do solo,
combinado com as condi¢des climaticas mostram que as atividades humanas

inadequadas levaram a degradacédo dos solos intensa. (Roesch et. al., 2009)

Delimitacao da Regido do Pampa
Revista Ecosisternas / Espanha 2004
Fonte: Santino, 2004

Figura 3: Localizacdo do Bioma Pampa. Fonte: Santino, 2004.



2. OBJETIVOS

A finalidade deste trabalho foi analisar a diversidade genética de uma populacéo
natural de E. uniflora, do municipio de Sdo Borja, localizado na regido da fronteira
oeste do Rio Grande do Sul, no Pampa Gaucho.

3. METODOLOGIA

Este trabalho foi realizado com base em amostras foliares, de quinze individuos
adultos de pitangueira, as quais foram coletadas na Mata Ciliar do Rio Uruguai,
localizado na éarea de estudo. O esforco de coleta na area teve duracdo de
aproximadamente quatro a cinco horas de caminhada e todos os individuos encontrados
na mata ciliar foram coletadas amostras foliares. As folhas coletadas de cada exemplar
foram armazenadas em recipientes separados, contento silica gel, que tem funcédo de

absorver umidade, evitando a proliferacdo de fungos nas amostras.

3.1 EXTRACAO DO DNA

Na extracdo do DNA, realizada de acordo com o protocolo proposto por Doyle
& Doyle (1987), adaptado por Stefenon et al. (2004). Foram utilizadas
aproximadamente 150 mg de folhas, que foram congeladas em nitrogénio liquido e
maceradas completamente em gral de porcelana. Ao po resultante, acrescenta-se 1,5 mL
de tampédo de extracdo [CTAB 2%; NaCl 1,5M; EDTA 20 mM; Tris-HCI (pH 8,0)
100mM; PVP 2%; 2-mercaptoetanol 1%]. Logo apds o material foi transferido para
tubos eppendorf de 2mL e mantido em banho-maria (60°C) por 40 min. A cada 15
minutos, o material foi homogeneizado por inversdo. Apds essa etapa,0 material foi
deixado sobre a bancada até alcancar a temperatura ambiente, quando lhe forem
acrescidos, em cada tubo, 600 pL de CIA [cloroformio: alcool isoamilico 24:1]. O
material foi homogeneizado novamente durante trés minutos, por inversdo, e
centrifugado a 13.000 RPM, por 5 min. A porcdo aquosa que continha o DNA foi
transferida para novos tubos e acrescidos a ela 5 uL de RNAse A (10 pg/mL). Apos 40
minutos, a 34 °C realizou-se uma segunda extracdo organica com CIA. Apds a
centrifugacdo (13.000 RPM, por 5 min), a porcdo aquosa foi transferida para novos
tubos, aos quais foram adicionados 50 uL de solu¢do de CTAB 10% [CTAB 10%; NaCl
1,4 M], a 60°C. Apds a homogeneizacdo, realizou-se uma terceira extracdo organica

com CIA. A porcdo aquosa foi precipitada pela adicdo de 2/3 do volume de alcool
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isopropilico gelado (-20°C). O material foi mantido por 30 min a 20°C e,
posteriormente, centrifugado a 7.000 RPM, por 5 min. O &lcool isopropilico foi
descartado e o DNA desidratado novamente com 1 mL de alcool etilico 95%. O
material permaneceu por 10 min a -20°C e foi centrifugado a 8.000 RPM, por 5 min. O
alcool etilico foi descartado e deixou-se o precipitado secar a temperatura ambiente. O
DNA foi diluido em 100 uL de TE, a temperatura ambiente, por um periodo de 12 a 16
horas, e armazenado a — 20°C.

A quantificagdo do DNA foi realizada em gel de agarose a 1%, corado com

GelRed®, e revelado sob luz ultravioleta.

3.2 ANALISE MOLECULAR

A andlise molecular realizou-se através de reacdes em cadeia da polimerase
(PCR), dois locos microssatélites foram avaliados. As temperaturas foram otimizadas
com reacdo de pre-mix contendo volume final de 15uL. O pré-mix, para o loco Eun5,
foi preparado com 1,33pMol de oligonucleotideos iniciadores, 0,03U de Tag DNA
polimerase, 1,33mM de dNTP mix(10Mm), 2mM de MgCIl (50 mM), 2X tampéo de
enzima 10X PCR Buffer [Tris-HCI pH 8,4 (20 mM), KCI (50 mM)], completando o
volume 2,4 uL de agua MilliQ®, 2,0 pL de Dna, para o loco Eunl21, 1,33 pMol de
oligonucleotideos iniciadores, 0,03 U de Taq Dna Polimerase,1,33 mM de dNTP’s, 3,33
mM MgCI, 1X tampdo de enzima, 2,1 yL agua, 3,0 de Dna. O programa de PCR foi
otimizado, e o protocolo melhor adaptado possui 96°C por 4 min, com 30 ciclos de
96°C por 45 seg, 50°C por 1 min, 72°C por 1 min, a extensdo foi feita a 72°C por 10
min, para ambos 0s locos. As sequéncias de oligonucleotideos iniciadores, ou primers,

foram baseadas em Ramos et. al (2008).

3.3 CORRIDA ELETROFERICA

A avaliacdo da diversidade alélica da populacdo foi realizada através de analise
de géis de agarose a 3%, a partir do produto de PCR. Uma solu¢do contendo 3 g de
agarose em 100 ml de tampédo TBE (tris-borato-EDTA) 1x foi preparada e dissolvida
em forno microondas. A solucdo foi entdo vertida em uma cuba de acrilico horizontal,
montada com pentes de acrilico para a formacdo de pogos para posterior aplicacdo das

amostras. Apés a polimerizacdo do gel, adicionou-se tampdo TBE 1x e aplicou-se 4 pL
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do produto de PCR com 3 pL do corante GelRed®. Um marcador de peso molecular
(ladder) 50pb (Concentragéo: 0,05 pg/ul) , 4 uL de ladder para 3 uL de GelRed® foi
utilizado para identificacdo do tamanho dos produtos da PCR amplificados. A
eletroforese foi realizada normalmente a uma corrente elétrica de 90 volts, na qual os
fragmentos de DNA (que sdo eletronegativos) migram por repulsdo do pdlo negativo
para o pdlo positivo da cuba eletroforética. Ap6s aproximadamente 120 minutos de
corrida eletroforética o resultado foi visualizado por transiluminagdo com luz
ultravioleta. Com o auxilio do software GenAlex os dados foram avaliados e calculados
indice de endogamia(F), heterozigosidade esperada(HE) e observada (HO).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O tamanho dos alelos foi estimado em comparacao visual com o marcador de
peso molecular de DNA de 50pb. O loco Eun 121 apresentou 8 alelos com tamanho
205-215 pares de bases (Figura 3), indice de endogamia F = 0.64, heterozigosidade
observada Ho= 0,28, e heterozigosidade esperada He = 0.79. O loco Eun5 apresentou
12 alelos com tamanho 140-160 pares de bases (Figura 4), indice de endogamia F =

0.32, heterozigosidade observada Ho= 0.60, heterozigosidade esperada He = 0.88.

M 164 171175176177 179183 185186 187 191 192 193 194 196 198 199 200

200Pb P

Figura 3: Gel de agarose 3%, com amplificacdes do primer Eun121 na populacéo de

Séo Borja com marcador de 50Pb.
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M o152 184 171 175176 177 175 1B3 185 186 187 151 152183 154 186 185 200

Figura 4: Gel de agarose 3%, com amplifica¢fes do primer Eun 5 na populacdo

de S&o Borja com marcador 50Pb.

A anélise do software GenAlex indica que cinco alelos foram encontrados com

maior frequéncia nos loci avaliados( Gréafico 1). Os alelos mais frequentes no loco Eun

5 os foram o 140 e 150, e no loco Eunl121 os alelos mais frequentes foram 235, 238 e

240.

Gréfico 1: mostra a frequéncia de alelos para os loci Eun 5 e Eun121.

Allele Frequency

n.I'IHHI'II'IH

o

I..

Frequency

OO0
OOFFNNW
(@ fed) o))
OOOOOOO

Eun5

125 | 130| 135| 14o| 145| 148| 150| 155| 160| 162| 168| 190

Locus

220|235|236|238|240|245|247|255
Eunl21

0sB

Os resultados obtidos, comparados a Ramos et.

al (2008), mostra alta

diversidade de alelos encontrados, heterozigosidade observada, heterozigosidade

esperada e indice de endogamia (Tabela 1).
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Tabela 1: Demonstra os valores de heterozigosidade observada, heterozigosidade

esperada e indice de endogamia encontrados neste trabalho comparados a Ramos et. al

(2008).
N° de Alelos Heterogosidade Heterozigosidade  Indice de
plantas Observada (Ho) Esperada (He)  Endogamia
avaliadas (F)
Loco Eun 5

Este trabalho 18 12 0.60 0.88 0.32
RP ( Ramos et. al 2008) 18 16 0.46 0.91 048
T (Ramos et. al 2008) 18 14 0.80 0.90 011
SJ (Ramos et. al 2008) 18 16 0.50 0.91 0.45

Loco Eun 121
Este trabalho 18 8 0.28 0.79 0.64
RP ( Ramos et. al 2008) 10 10 0.58 0.84 0.31
T (Ramos et. al 2008) 6 6 0.34 0.75 0.53
SJ (Ramos et. al 2008) 7 7 0.22 0.74 0.70

O tamanho reduzido da populacdo e o alto indice de endogamia podem ser
decorrentes de cruzamentos entre individuos aparentados, a consequéncia desse evento
torna-se inevitavel apds algumas geracOes. Em outras palavras, o aumento de
cruzamentos entre individuos aparentados, através de endogamia, pode causar
isolamento da populacéo e fixacdo de alelos. Isso ocorrera em pequenos fragmentos, e
afeta a densidade populacional, causando um Efeito Gargalo na diversidade genética da
populacdo, além da perda de adaptacdes benéficas que foram adquiridas, e perda de
heterogosidade. O efeito gargalo é resultante da deriva genética a qual atua alterando as
frequéncias alélicas, e como os alelos que se perdem ou fixam-se sdo distintos, a deriva
genética tende a diferenciar populacdes geneticamente.

As informac6es sobre reproducdo, modo de polinizacdo e dispersdo de polen e
sementes desta espécie sdo escasssas. A falta de conhecimento sobre esses processos
também ocorre em outras espécies de Myrtaceae, além de outras espécies nativas do sul
do pais como a Eugenia involucrata (cerejeira-do-mato). Lughadha & Proenca (1996),
sustentam a hipotese que o padrdo de floragdo de pitangueira é do tipo floracdo em

massa, a qual é caracterizada por apresentar grande producdo de flores em curtos
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periodos de tempo, sugerindo uma maior ocorréncia de cruzamentos entre individuos
aparentados.

Entre as classes de marcadores existentes, 0os SRR (Sequéncias Simples
Repetidas), ou marcadores microssatélites sdo 0s que se aproximam mais do marcador
ideal para os estudos de genética de populacBes (Rafalski et al., 1996). Esses
marcadores consistem de unidades de cerca de um a seis nucleotideos repetidos em
tandem (em seqiiéncia) dentro do genoma, as sequencias sdo caracterizadas por pares de
iniciadores especificos (os primers). Embora sejam os mais indicados para estudos
desse tipo, podem ocasionar desvantagens como bandas nulas, ou alelos nulos. Alelos
nulos aumentam o nimero de individuos supostamente homozigotos, visto que apenas
um dos alelos amplifica em caso de plantas heterozigotas para o alelo nulo. Existem
fortes indicios da segregacdo de alelos nulos nesses locos (Carvalho et al., 2010).

Existem alguns fatores os quais ameacam a conservacdo de biodiversidade,
decorrente da ac¢do antrépica no ambiente, como fragmentacéo de habitas, introducdo de
espécies exoticas, e a crescente utilizacdo de monoculturas e pecuéria, que ocorre em
grande escala na regido do Pampa. A monocultura acarreta varias desvantagens, pois €
um plantio extensivo de um Unico vegetal que substitui a cobertura original, e
geralmente possui grande diversidade de plantas. Desse modo, € uma préatica danosa ao
solo, pois € exaurido ao longo do tempo, ocasionando a perda da biodiversidade.

Mudancas climaticas afetam a diversidade genética, segundo as estimativas das
taxas de extingdo decorrentes das mudancas climéaticas sdo, de fato, alarmantes
(Malcom et al., 2006). Assim, poderdo ocasionar a perda de variacdes genéticas entre as
populacdes de uma espécie como entre os individuos de uma populagéo.

Considerando o reduzido tamanho da populacdo, pode-se afirmar que a
populacdo possui alto nivel de diversidade genética em ambos os locos. Estudos
previamente realizados por nosso grupo (Costella et al., 2013) mostram que uma
exploracdo altamente predatoria vem sendo adotada nas florestas nativas da regido da
Fronteira Oeste do RS em virtude da explosdo demografica e expansdo das fronteiras
agricolas, comprometendo o patriménio dos ecossistemas devido a deterioracdo da base

genética.

15



5. CONCLUSAO

Dessa forma, os resultados obtidos nesse trabalho, indicam a necessidade de
conservacao dessa espécie no Pampa galcho, considerando o relativamente alto indice
de diversidade genética (nimero de alelos e He) e a provavel ocorréncia de cruzamentos

entre individuos aparentados.
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