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RESUMO

A Myrciaria floribunda é uma espécie nativa da Mata Atlantica, pertencente a familia
Myrtaceae. Ela ocorre naturalmente no estado de Alagoas, onde seus frutos sdo explorados de
forma extrativista, desempenhando um papel essencial no consumo e comércio das
comunidades locais. No entanto, a exploracéo intensiva representa uma ameaca a diversidade
genética da espécie e compromete sua capacidade de adaptacdo ao longo do tempo. Visando
contornar tal problema, o estudo sobre diversidade e estrutura genética foi realizado em uma
populagio natural do estado de Alagoas. Folhas jovens de 30 individuos, localizados na Area
de Protecdo Ambiental no municipio de Piacabucu foram coletadas para extracdo do DNA e
analise de PCR- ISSR com 12 primers. Para obtencdo do indice de diversidade entre individuos
da populacdo foi feita a analise da similaridade genética (Sij) entre cada par de individuos,
realizada por meio do programa NTSYSpc2, e empregando-se os coeficientes de Jaccard, foi
gerado um dendrograma por UPGMA. A diversidade genética foi caracterizada pelos seguintes
indices: nimero total de alelos por loco (Na), Numero efetivo de alelos (Ne), heterozigosidade
esperada (He) e indice de Shannon (1). As analises foram feitas por meio do programa Genalex.
A estrutura genética populacional foi fundamentada no modelo de agrupamento bayesiano com
0 auxilio do programa STRUCTURE v. 2.3.3. Para a analise da estrutura genética espacial
(EGE) foi utilizado o programa SPAGEDI. A caracterizagdo da distribuigdo espacial dos
genotipos dentro das populacdes foi realizada a partir das estimativas dos coeficientes de
coancestria (0xy) entre pares de plantas, dentro de diferentes classes de distancia. Foi
encontrada baixa diversidade genética na populacdo, com (Na= 2,00), (Ne=1,20), (He=0,27) e
(1=0,15). Através do método UPGMA, identificaram-se dois grupos distintos, sendo que 0s
pares de individuos CbPia 8 e CbPia_12, CbPia_14 e CbPia_17 apresentaram maior
similaridade genetica. A populacdo exibiu valores de coancestria proximos a zero em todas as
classes de distancia, indicando um menor grau de parentesco entre os individuos. Além disso,
verificou-se que esse valor ndo foi significativamente maior que o limite superior do intervalo
de confianca de 95%. Portanto, ndo foi observada uma estrutura genética espacial entre os
individuos de Myrciaria floribunda. Os resultados ressaltam a necessidade de acdes de manejo
para maximizar a diversidade genética na populacéo estudada e preservar as areas naturais onde
a espécie ocorre, garantindo sua perpetuacao no espaco e no tempo.

Palavras-chave: Conservacdo genética; Fragmentacdo florestal; Genética de populagdes.



ABSTRACT

Myrciaria floribunda is a species native to the Atlantic Forest, belonging to the Myrtaceae
family. It naturally occurs in the state of Alagoas, where its fruits are harvested through
extractive methods, playing an essential role in the consumption and trade of local communities.
However, intensive exploitation poses a threat to the species' genetic diversity and compromises
its ability to adapt over time. In order to address this issue, a study on genetic diversity and
structure was conducted in a natural population in the state of Alagoas. Young leaves from 30
individuals located in the Environmental Protection Area in the municipality of Piacabugu were
collected for DNA extraction and PCR-ISSR analysis using 12 primers. To obtain the diversity
index among individuals in the population, genetic similarity analysis (Sij) was performed
between each pair of individuals using the NTSYSpc2 program. By employing Jaccard
coefficients, a dendrogram was generated using the UPGMA method. Genetic diversity was
characterized by the following indices: total number of alleles per locus (Na), effective number
of alleles (Ne), expected heterozygosity (He), and Shannon's index (I). The analyses were
conducted using the Genalex program. The population's genetic structure was based on a
Bayesian clustering model using the STRUCTURE v. 2.3.3 program. For the analysis of spatial
genetic structure (SGE), the SPAGEDI program was used. The characterization of genotype
spatial distribution within populations was based on estimates of coancestry coefficients (6xy)
between pairs of plants at different distance classes. Low genetic diversity was found in the
population, with Na = 2.00, Ne = 1.20, He = 0.27, and | = 0.15. Through the UPGMA method,
two distinct groups were identified, with pairs of individuals CbPia_8 and CbPia_12, CbPia_14
and CbPia_17 showing higher genetic similarity. The population exhibited coancestry values
close to zero in all distance classes, indicating a lower degree of relatedness among individuals.
Furthermore, it was found that this value was not significantly higher than the upper limit of
the 95% confidence interval. Therefore, no spatial genetic structure was observed among the
individuals of Myrciaria floribunda. The results emphasize the need for management actions
to maximize genetic diversity in the studied population and preserve the natural areas where the
species occurs, ensuring its perpetuation in space and time.

Keywords: Genetic conservation; Forest fragmentation; Population genetics.
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1. INTRODUCAO

Devido as condi¢cbes climaticas favoraveis e localizacdo geogréfica privilegiada, o
Brasil se destaca por abrigar uma vasta diversidade de fauna e flora, sendo amplamente
reconhecido como um dos paises mais biodiversos do mundo (CORADIN; CAMILLO, 2016).
Nesse cenario, € comum observar uma crescente demanda de mercado por especies vegetais
exploradas através do extrativismo, englobando também os Produtos Florestais N&o
Madeireiros (PFNM).

Nesse sentido, o uso dos PFNM no extrativismo desempenha um papel fundamental na
sustentabilidade socioecondmica e na conservacdo dos ecossistemas florestais (VINHOTE,
2014). Esses produtos referem-se a uma ampla gama de recursos provenientes das florestas,
como frutas, castanhas, fibras, resinas, 6leos essenciais, plantas medicinais, mel, entre outros.

O extrativismo de produtos florestais ndo madeireiros € uma pratica tradicional de
subsisténcia e fonte de renda para muitas comunidades locais, especialmente em regides
tropicais e de florestas nativas. Monteiro (2021) salienta que essas comunidades dependem
desses recursos para sua alimentacdo, saude, artesanato e comércio local. O extrativismo
sustentavel desses produtos permite que essas comunidades obtenham beneficios econdémicos
enquanto preservam os ecossistemas florestais e sua diversidade.

O extrativismo de PFNM na Mata Atlantica no estado de Alagoas é uma pratica
tradicional e de grande importancia socioeconémica para as comunidades locais. A Mata
Atlantica em Alagoas abriga uma diversidade de espécies vegetais que fornecem uma variedade
de produtos, incluindo frutas, sementes, fibras, plantas medicinais e outros recursos (MOURA,
2006).

A coleta e o comércio desses produtos desempenham um papel crucial na geragéo de
renda e subsisténcia das comunidades rurais e tradicionais no estado. Dos Santos (2018)
enfatiza que essas praticas estdo associadas ao conhecimento tradicional e a cultura das
comunidades locais, transmitidas ao longo de geracdes. Além de fornecer fonte de renda, o
extrativismo de produtos florestais ndo madeireiros também contribui para a seguranca
alimentar e a medicina tradicional dessas comunidades.

Dentre os produtos florestais ndo madeireiros encontrados na Mata Atlantica de
Alagoas, destaca-se o fruto do cambuizeiro. Segundo Gama et al. (2017), o extrativismo do

cambui é geralmente realizado por familias tradicionais locais e representa significativa
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importancia econémica e social, compondo parte importante da renda dessas familias em época
de colheita. Os frutos sdo consumidos in natura ou utilizados para fabricagdo de suco, geleias,
licores e vinhos (SANTQOS, 2010).

Logo, a compreensdo da diversidade genética e da estrutura espacial em populacdes
naturais de Myrciaria floribunda é essencial para orientar estratégias de conservacao e manejo
da espécie. Souza (2017) enfatiza que diversidade genética é um indicador da variabilidade
genética presente em uma populacdo e estd relacionada a sua capacidade de adaptagdo e
sobrevivéncia frente as mudancas ambientais. Lima (2011) descreve que a estrutura genética
espacial, por sua vez, refere-se a distribuicdo espacial dos gendtipos dentro de uma populacéo,
0 que pode ser influenciado por fatores como a dispersao de sementes e o fluxo génico entre 0s
individuos.

O uso de marcadores moleculares como ferramenta para auxiliar nesses estudos tem
sido bastante recomendado. Conforme Melo (2021), essas ferramentas permitem avaliar a
diversidade genética, a estrutura populacional, o fluxo génico e o parentesco entre 0s
individuos, fornecendo informac6es essenciais para a implementacdo de medidas eficazes de

manejo e conservagao, como a recuperacdo de areas degradadas.
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2. OBJETIVOS

GERAL

Estimar a diversidade genética e estrutura genética espacial, em uma populacdo natural de
cambuizeiro (Myrciaria floribunda), proveniente do estado de Alagoas, por meio de
marcadores moleculares ISSR, visando a programacdo de a¢des de conservacao genética in situ

e ex situ.

ESPECIFICOS

e Caracterizar geneticamente a populacao natural de Myrciaria floribunda por meio
de marcadores ISSR.

e Estimar parametros de diversidade e estrutura genética.

e Identificar acdes de manejo que assegurem a perpetuacao da espécie no espaco e

no tempo.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Fragmentacao Florestal e suas consequéncias

A fragmentacdo florestal é um processo resultante da divisdo de habitats continuos em
ambientes menores e isolados. Lambin et al. (2003) enfatizam que o aumento da fragmentacao
florestal ao longo do tempo pode ser atribuido principalmente as atividades humanas, incluindo
0 desmatamento para expansdo agricola, urbanizacéo, infraestrutura e exploragdo dos produtos
florestais madeireiros e ndo madeireiros.

A partir da década de 1970 a fragmentacdo de habitats no Brasil teve um aumento
consideravel, atingindo diretamente a biodiversidade de diversos biomas. O bioma Mata
Atléntica resguardava grande parte do territorio brasileiro, e atualmente, figura-se fortemente
fragmentado, apenas cerca de 8% das suas areas de floresta primaria encontram-se reduzidas e
apresentam afastadas manchas (RIBEIRO et al., 2009 e SOUZA et al., 2014).

Para Almeida (2015), a perda da biodiversidade, a instalacdo de areas de pastagens
improdutivas, os altos niveis de desmatamento e emissdes de gases do efeito estufa, acarretam
drasticas mudancas, que resultam em diversos danos ao ecossistema, que levam a devastacédo
florestal, provocada por retirada seletiva de madeira, caca acentuada e queimadas no sub
bosque, além de acentuar o processo de fragmentacéo da paisagem e a decadéncia bidtica.

Ewers & Didham (2006) afirmam que o processo de fragmentacdo florestal afeta a
dindmica populacional, resultando em alteracfes na estrutura genética e na conectividade entre
as populacbes remanescentes. Essas alteracGes podem levar a reducao da diversidade genética,
aumento da endogamia e perda de adaptabilidade, comprometendo a viabilidade e
sobrevivéncia das espécies afetadas. Laurence et al. (2011) mencionam que a reducdo da area
florestal leva a uma maior exposicdo dos fragmentos a fatores climaticos, como temperatura,
umidade e radiacdo solar, 0 que pode alterar a temperatura, umidade do solo, padrdes de vento
e disponibilidade de recursos hidricos nos fragmentos.

Além disso, a crescente fragmentacdo pode levar ao afugentamento e diminuicdo da
diversidade de dispersores de sementes e polinizadores. A reducdo do tamanho e isolamento
dos fragmentos florestais dificulta a movimentacdo de aves, morcegos e outros animais

responsaveis pela dispersdo de sementes e polinizacdo de plantas, afetando negativamente a
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regeneracdo florestal e a reproducdo das plantas dependentes dessas interacbes (HADDAD et
al., 2015).

Por conseguinte, pode levar ao rompimento do fluxo génico entre populacdes,
resultando em um aumento da endogamia e diminuicdo da diversidade genética. A reducédo do
tamanho e isolamento dos fragmentos limita a movimentagédo dos dispersores de sementes e de
outros organismos, dificultando a troca de genes entre as populacées, 0 que pode comprometer
a adaptabilidade e a viabilidade dessas populacbes (SACCHERI et al., 2017).

3.2 Conservacdao da Biodiversidade

A Mata Atlantica é reconhecida como um dos hotspots de biodiversidade mais
importantes do mundo, abrigando uma diversidade impressionante de espécies nativas.
Segundo Souza et al. (2017), esse bioma abriga uma grande variedade de espécies endémicas,
ou seja, que ocorrem exclusivamente nessa regido, tornando-o uma area de extrema importancia
para a conservacao global.

No entanto, a biodiversidade enfrenta diversas ameacas, muitas das quais tém impactos
significativos na Mata Atlantica. O desmatamento é uma das principais ameacas, resultando na
perda e fragmentacdo de habitats naturais (TABARELLI et al., 2010). A exploracéo predatoria
de recursos naturais, como a caca ilegal e a extracdo de madeira e produtos florestais nao
madeireiros também representa uma ameaca significativa para as espécies nativas (PARDINI
et al., 2005).

Diante desses desafios, a conservacdo in situ tem sido amplamente adotada como
estratégia para preservar a biodiversidade de espécies nativas. Areas protegidas, como parques
nacionais e reservas naturais, desempenham um papel crucial na conservacdo, oferecendo
habitats seguros para a fauna e a flora (LAURANCE et al., 2012). Além disso, a restauracdo
ecologica de areas degradadas tém se mostrado uma estratégia eficaz para promover a
recuperacdo de ecossistemas e o retorno da biodiversidade (CHAZDON et al., 2016).

Para complementar as estratégias in situ, a conservagdo ex situ também desempenha um
papel importante na preservagdo das espécies nativas. Jardins botanicos, bancos de sementes e
programas de reproducdo em cativeiro sdo exemplos de estratégias ex situ que visam garantir a

sobrevivéncia de espécies ameacadas (KRAMER et al., 2019). Essas estratégias proporcionam
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um suporte adicional as populacdes naturais, permitindo a reproducdo controlada e a
reintroducdo de espécies na natureza.

Além disso, a restauracao ecoldgica é uma estratégia importante para reverter a perda
de biodiversidade e preservar 0s servi¢cos ecossistémicos. Ela envolve a reintroducdo de
espécies nativas, o controle de espécies invasoras e a recuperacdo de habitats degradados
(CLEWELL AND ARONSON, 2012).

Por fim, Barbosa (2014) destaca que a conservacdo da biodiversidade vai além da
protecdo de espécies e ecossistemas, trazendo beneficios econbmicos, sociais e culturais.
Madeira (2018) salienta que o turismo sustentavel, o uso renovavel de recursos naturais e a
preservacdo de conhecimentos tradicionais sdo essenciais para um futuro sustentavel, onde a

natureza e as comunidades coexistem em equilibrio.

3.3 Genetica de Populacdes

A genética de populagbes busca analisar a origem da variacdo e como essa variagao €
transmitida dentro das populacGes. Além disso, Shehar (2012) menciona que a genética de
populacdes é um mecanismo que auxilia na prospeccao e uso em programas de melhoramento
genético, conservacdo dos recursos genéticos e 0 manejo e restauracdo de populacGes de forma
a manter a sua capacidade evolutiva.

Allendorf (2010) enfatiza que é através da diversidade genética disponivel que as
espécies podem responder as possiveis mudancas ambientais, mantendo sua capacidade de
adaptacéo ao longo do tempo. Muitos autores abordam que a fragmentacdo florestal causa uma
grande modificacdo e /ou perda de espécies, devido a diferenciacdo nos habitats, microclima e
estrutura da vegetacdo, além de permitir ou ndo a interacdo entre elas (ASSIS, et al, 2019).

Melo (2012) aborda que as plantas apresentam diversidade de sistemas reprodutivos,
com fluxo génico por meio de dispersdo de pdlen e sementes, que sdo afetados pela
fragmentacdo. A polinizacdo também pode ser impactada pela fragmentacdo (YOUNG et al.,
1996). A reducdo da densidade populacional e a fragmentacdo do habitat resultam de paisagens
modificadas, o que afeta a diversidade e os padrOes de dispersdo de sementes e podlen
(GHAZOUL, 2005).

Leimu (2008) contextualiza que a diversidade genética intrapopulacional € uma medida

crucial que se refere a variedade total de alelos presentes em uma populacdo, pois esta



17

diretamente relacionada com a capacidade adaptativa das populacdes diante das mudancas
ambientais.

A medida de riqueza alélica é essencial para orientar os programas de manejo e
conservacdo, destacando quais populacfes devem ser priorizadas (PETIT et al., 1998). A
riqueza alélica intrapopulacional revela a quantidade de alelos presentes em uma populagéo e
fornece uma estimativa da diversidade genética (FOULLEY & OLLIVIER, 2006).

Bittencourt (2019) destaca que a fragmentacdo do habitat resulta no isolamento das
populacBes, aumentando a endogamia e reduzindo a variabilidade genética. Nesse contexto, a
utilizacdo da riqueza alélica é defendida como uma ferramenta para direcionar o fluxo génico
entre populagdes, introduzindo alelos ausentes e minimizando os efeitos negativos da
endogamia (CABALLERO et al., 2010).

Sendo assim, Caballero et al. (2010) complementam que o0s procedimentos
conservacionistas que visam minimizar a coancestralidade dos alelos contribuem para a
manutencdo da diversidade genética intrapopulacional, preservando a riqueza alélica e a

distribuicdo original das frequéncias alélicas.

3.4 Marcadores Moleculares

Os marcadores moleculares sdo empregados para identificar alteragdes no genoma,
auxiliando na analise genética e facilitando a selecdo de caracteristicas desejaveis em programas
de melhoramento de plantas (BOREM; CAIXETA, 2009). Esses marcadores podem ser
chamados de marcadores genéticos, uma vez que seguem as leis fundamentais da heranca
mendeliana (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Os marcadores moleculares sdo segmentos de DNA que revelam informagdes sobre a
diversidade genética e caracteristicas dos organismos, auxiliando na identificacdo e
diferenciagdo de individuos, populacfes ou espécies (POWELL et al., 1996).

Conforme Guimarédes et al. (2009) os marcadores moleculares revolucionaram a
pesquisa com DNA na década de 1980, ofereceram vantagens significativas, permitindo a
identificacdo precisa dos genotipos independentemente do ambiente e estagio fisiologico das
plantas. Além disso, Soares (2015) acrescenta que esses marcadores fornecem uma ampla
variedade de polimorfismos genéticos distribuidos aleatoriamente no genoma, tornando o

processo seguro, rapido e eficiente, sem a necessidade de observar a expressao fenotipica.
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Joshi et al. (2000) menciona que os marcadores moleculares tém sido amplamente
utilizados na pesquisa genética de plantas, fornecendo dados sobre a estrutura genética,
diversidade e parentesco das espécies. Essas informacdes sdo fundamentais para o
desenvolvimento de estratégias de conservacdo eficazes, como a identificacdo de areas
prioritarias para conservacdo, 0 manejo de populacdes pequenas e a reintroducdo de especies
ameacadas. (YOUNG et al. 1996).

As sequéncias genéticas, alelos e polimorfismos genéticos desempenham papéis
fundamentais na genética, heranca e diversidade genética. Sequéncias genéticas sdo a base da
heranca bioldgica e essenciais para a sintese de proteinas e funcionamento celular (LEWIN,
2000). Alelos sdo variantes de um gene que influenciam caracteristicas e contribuem para a
diversidade genética (HARTL & JONES, 2009). Polimorfismos genéticos fornecem insights
sobre diversidade, estrutura populacional e bases moleculares de caracteristicas complexas
(REICH et al., 2001). Compreender esses conceitos é essencial para estudos genéticos e tem
implicagdes na medicina, selegdo agricola e conservagdo de espécies.

Os marcadores moleculares sdo essenciais para investigar a estrutura genética das
populacGes e entender os processos evolutivos que influenciaram a diversidade genética atual.
Eles também sdo fundamentais para compreender como 0s organismos se adaptam a diferentes
ambientes e como a selecdo natural atua nas caracteristicas fenotipicas dos individuos (FUNK
etal., 2012).

Conforme Oliveira et al. (2021), os marcadores moleculares de DNA sdo divididos em
duas categorias principais: hibridizacdo (RFLP e minissatélites) e PCR (RAPD, ISSR, SCAR,
STS, AFLP, SSR). Esses marcadores sdo amplamente utilizados em estudos genéticos para

analise da diversidade genética, estrutura populacional e relacGes filogenéticas.

3.4.1ISSR

Guimarées et al. (2009) mencionam que os marcadores ISSR sdo primers projetados
com base em sequéncias repetidas de microssatélites na extremidade 5' do DNA, adicionando
nucleotideos na extremidade 3'. Eles se ligam as regides repetidas e amplificam as regides
gendmicas entre os microssatélites. O tamanho dos fragmentos amplificados é limitado pela

técnica de PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase) utilizada.
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De acordo com Moura (2014), os estudos e analises da diversidade genética utilizando
diferentes marcadores sdo fundamentais para identificar o polimorfismo de bandas, obter
informacbes sobre o indice de Shannon e outras ferramentas que contribuem para a
compreensdo da variabilidade genética entre espécies e populacBes. A conservacdo da
diversidade genética de espécies endémicas, com estreito endemismo e ameacadas, pode ser
realizada tanto ex situ quanto in situ. Adicionalmente, a preserva¢do do germoplasma, a criagcao
de bancos de sementes, bancos de genes, bem como o desenvolvimento e manejo sustentavel
podem ser alcancados por meio do uso apropriado da diversidade genética (SAEED &
BAROZI, 2012).

Toppa e Jadoski (2013) salientam que diversos estudos tém sido conduzidos para
explorar a contribuicdo dos marcadores moleculares na caracterizagdo morfologica e
agronémica tradicional. O uso de descritores baseados no gendtipo tem se mostrado eficiente
para distinguir gendtipos morfologicamente similares, mas geneticamente relacionados. Freitas
et al. (2005) enfatizam o uso especifico dos marcadores ISSR em frutiferas, ressaltando a
vantagem da caracterizacdo rapida de novos hibridos. Além disso, investigacdes utilizando
marcadores ISSR tém sido realizadas em diversas frutiferas, como exemplificado por umbu-
cajazeira (SANTANA et al., 2011), graviola (COSTA et al., 2010), biriba (LORENZONI et al.,
2014), guarana (SOUSA et al., 2012) e goiaba (RAI et al., 2012; OLIVEIRA et al, 2014).

Estudos recentes realizados por Santana (2016) destacam a relevancia dos marcadores
moleculares na analise da diversidade genética do cambui. A utilizacdo dessas ferramentas
revela-se essencial nos estudos populacionais da espécie, apresentando um notavel poder de
discriminacdo. Além disso, desempenham um papel fundamental na conservacao tanto in situ

guanto ex situ.

3.5 Cambui (Myrciaria Floribunda)

A Myrciaria floribunda (H. West ex Willd.) O. Berg, conhecida popularmente como
cambui, jabuticabinha, camboim e cambuiva, pertencente a familia Myrtaceae, & uma espécie
que possui crescimento lento com porte arbustivo a arbéreo (OLIVEIRA, 2013).

De acordo com Sobierajski et al. (2007), o conhecimento do sistema reprodutivo das
plantas desempenha um papel crucial, especialmente no caso de espécies nativas em processo
de domesticacdo. Esses estudos sdo indispensaveis para o avanco do melhoramento genético, a
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preservacdo dos recursos genéticos, a producdo de sementes de qualidade e o0 manejo adequado
dessas espécies. Por meio da estimativa da transmissdo de genes de uma geracdo para outra,
eles proporcionam uma compreensao mais aprofundada da complexa interacao entre a planta e
0 ambiente (GUSSON et al., 2006).

Lemos et al. (2018) afirmam que Myrciaria floribunda é uma arvoreta que pode atingir
alturas entre 3 e 16 metros. Suas inflorescéncias sdo compostas por até seis flores hermafroditas,
tetrdmeras e com petalas brancas. Os frutos sdo globosos, apresentando uma variagdo de cores
que vai do laranja ao roxo quando maduros. Além disso, possuem polpa suculenta e acida, casca
fina e envolvem de 1 a 2 sementes arredondadas. Trindade et al. (2018) mencionam que as
inflorescéncias da espécie estdo dispostas em glomérulos foliares. Salvador (2020) destaca que
0s estames sdo distribuidos com nimeros variaveis e contém grdos de pdlen que funcionam
como atrativos para insetos polinizadores. Gressler et al. (2006) relatam que a dispersdo da
espécie ocorre principalmente por meio de sementes. E importante ressaltar que o periodo de
floracdo de qualquer espécie vegetal & marcado pela presenca de insetos, que s&o atraidos pelas
plantas para facilitar ou promover a reproducdo sexuada. No caso do cambui (M. floribunda),
o0s insetos polinizadores desempenham um papel fundamental na transferéncia de pdlen entre
as anteras e estigmas, contribuindo significativamente para a eficiéncia da polinizacao
(OLIVEIRA et al., 2021).

Além do mais, Oliveira et. al (2021) enfatiza que anemofilia em Myrciaria floribunda
resulta em baixa e producdo desigual, Apis mellifera e Trigona spinipes sdo 0s principais
visitantes florais do cambui, o pico de visitacdo mais alto é verificado entre 5 horas da manha
até as 7 horas e 30 minutos. No entanto, alguns insetos da mesma espécie permanecem até as
11 horas. O curto tempo de visita dos insetos durante a estacdo de floracdo de M. floribunda é
devido a disponibilidade de pdlen da espécie. Esse fendbmeno é também comum em outras
espécies da mesma familia, como como Campomanesia adamantium (CAMBESS.) O. Berg
(NUCCI; ALVES-JUNIOR, 2017).

Pires e Souza (2011) avaliaram os aspectos morfoanatdmicos e a biologia floral da
espécie Myrcia laruotteana Cambesse (Myrtaceae), enquanto Maués & Couturier (2002)
estudaram a biologia floral de Myrciaria dubia (HBK) McVaugh e observaram que essas
abelhas também sdo os principais insetos visitantes, atraidos pelo aroma doce das flores, além

de serem eficientes polinizadores de espécies de Myrtaceae. Araujo et al. (2013) acrescentam
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que o termo "cambui™ é de origem indigena e significa "folha que se desprende”, sendo uma
designacdo comum para Vvarias espécies incluidas nos géneros Myrcia e Myrciaria.

Atualmente, a Myrciaria floribunda é explorada exclusivamente por meio do
extrativismo em comunidades proximas as areas de ocorréncia natural (Menezes et al., 2009).
No entanto, a espécie enfrenta diversos desafios devido ao desmatamento, a expansdo
imobiliaria nas regides litoraneas e as ocupaces irregulares por parte das comunidades locais.
Esses fatores tém contribuido para a diminui¢do das populacdes naturais da planta e para a
perda de seu habitat (SALVADOR, 2020).

O estado de conservacdo da Myrciaria floribunda ainda ndo foi avaliado de forma
abrangente pelas listas de conservagdo internacionais, como a Lista Vermelha da Uniédo
Internacional para a Conservagao da Natureza (IUCN, 2023). No entanto, considerando as
ameacas enfrentadas pela espécie, é necessario tomar medidas de conservacao para evitar a
diminuicdo das populagOes naturais e a perda de seu habitat.

A conservacao de recursos genéticos vegetais ¢ um trabalho que engloba muitos fatores,
como a obtencdo de germoplasma, caracterizagéo, avaliagcdo, documentagéo, conservagéo e uso
dos recursos genéticos (SANTANA et al., 2016). Ferreira (2011) enfatiza que a maioria das
espécies frutiferas é conservada em condi¢des naturais, enquanto algumas sdao mantidas em
sementes ou em culturas de células. E importante conhecer a variabilidade genética dessas

espécies para garantir o sucesso das estratégias de conservacdo (AGUIAR et al., 2013).

4. MATERIAL E METODOS
4.1 Amostragem
A érea do estudo esté situada na Area de Protecdo Ambiental (APA), sob a gestio do
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio), no municipio de
Piacabugu/AL (Figura 1).
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Figura 1. Localidade do municipio de coleta do material vegetal em populacgdo natural de Myrciaria
floribunda no estado de Alagoas.
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Fonte: Instituto do Meio Ambiente de Alagoas, 2023.

O acesso ao local foi feito pela rodovia estadual AL-101, percorrendo aproximadamente
120 quilémetros, passando pelos aglomerados urbanos das sedes municipais de Barra de Séo
Miguel e Coruripe até chegar a sede municipal de Piacabucgu. A partir de Piacabucu, segue-se
um percurso de 18,6 quildmetros até o povoado do Pontal do Peba, onde esta localizada a sede
da APA.

Na area de coleta, foi constatada uma expansé@o desordenada e preocupante da ocupagéo
em Areas de Preservacdo Permanente (APP), além da degradacéo resultante do pisoteio de
animais domésticos nas dunas moveis. Adicionalmente, observou-se uma frequente atividade
exploratoria em seu entorno, e devido ao reduzido tamanho populacional, os individuos de
cambui (Myrciaria floribunda) encontram-se distribuidos de forma densa.

Foram coletadas folhas jovens de 30 individuos de cambuizeiros (Figura 2). Todo o
material coletado foi armazenado em caixa térmica contendo placas de gelo e transportado para
0 Laboratério de Fitopatologia, do Campus de Engenharias e Ciéncias Agrérias, da
Universidade Federal de Alagoas, onde foi armazenado em freezer a - 20°C até o momento da
extracdo do DNA.



Figura 2. Coleta de material vege
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tal em area natural localizada no municipio Piagabugu, Alagoas, Brasil.

4.2 Extracdo de DNA

Para a extracdo do DNA, foram utilizadas aproximadamente 2mg de folhas jovens,
provenientes da coleta. O protocolo adotado foi o proposto por Doyle e Doyle (1990) com
modificacdes.

O material foi macerado em almofariz com 10 mL de CTAB (Brometo de
Centiltrimetilamdénio) 2% e 20uL de p — mercaptoetanol (Figura 3). Em seguida foi adicionado
750 p L tampéo de extragéo [Cetiltrimetil brometo de amdnio 2%; Cloreto de sodio (NaCl) 1,4
mM; Tris 1 mM, pH 8,0; Polivinilpirrolidona (PVP) 1%)], 2 1 L de -mercaptoetanol e 3 p L de
Proteinase K e posteriormente posto em banho-maria a 65 °C por 60 min., homogeneizando- as
a cada 10 min.
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Figura 3. Processo de maceracdo das folhas jovens de cambuizeiro.

Fonte: Autora, 2023.

Ap0s o periodo de incubacdo, as amostras passaram por um processo de purificagdo, em
que 500 p L da mistura de cloroférmio e alcool isoamilico (24:1) foi adicionado ao microtubo.
Logo, em seguida, foram homogeneizadas por meio de lentas inversdes e centrifugadas a 500
rpm, a 20 °C por 10 min.

O sobrenadante obtido foi coletado e transferido, com o auxilio de uma micropipeta,
para um microtubo contendo 400 p L de isopropanol gelado. As amostras foram mantidas em
freezer por 24 h para a precipitacdo do DNA, e logo apds centrifugadas a 10000 rpm por 10
min, para a formacdo do precipitado. Em seguida, o isopropanol foi descartado e substituido
por alcool 70% e centrifugado por 5 min a 12000 rpm. Essa etapa foi repetida mais uma vez.

Por fim, foi descartado o alcool 70% e substituido por alcool absoluto e centrifugado
por 5 min. a 12000 rpm. Em seguida, a fase liquida foi descartada e o precipitado colocado para
secar em temperatura ambiente. Depois de seco, este foi ressuspendido em 100 p L de TE (Tris

HCL 10 mM, pH 7,4; EDTA 1 mM) e 6 p L de RNase (110 pg/u L) e incubados por 30 min. a
37 °C, em banho-maria.

4.3 Quantificacdo do DNA

A quantificacdo do DNA foi realizada em gel de agarose a 1%. Foram utilizados 2 uL

de DNA concentrado, 7 uL de agua ultrapura autoclavada e 4 uL de tampéo de carregamento,

24
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sendo aplicados nas canaletas do gel ao lado de uma série de concentracdes conhecidas de DNA,

variando de 50 a 150 ng, sendo a concentragcdo das amostras estimada por comparagéo.

Os géis foram submetidos a eletroforese por 1 h e 20 min, e as condi¢bes de corrida

foram: voltagem (100 V), poténcia (100 W) e amperagem (100 mA).

4.4 Analise ISSR

As amostras seguiram o padrdo de diluicdo de 10 ng/uL. A anélise do polimorfismo foi

realizada por meio de marcadores moleculares ISSR, utilizando primers ISSR (Tabela 1). As

reacOes de PCR foram preparadas para volume final de 20 pL, constituido por: &gua ultrapura,
dNTPs (10mM), tampdo (10x), MgCl2 (50mM), primers (5mM), Tag DNA polimerase
Promega® (5u/ulL) e DNA (10 ng/uL).

Tabela 1. Primers ISSR, suas respectivas sequéncia e Temperatura de Anelamento (T°C).

Nome Sequéncia (5’-3°) ¢
UBCS810 GAG AGA GAG AGA GAG AT 454
UBC812 GAG AGA GAG AGA GAG AA 55.8
UBC813 CILICT GG IO GRS 44.6
UBC815 CTCITC ITCT CTCTICT CT1G 47.6
UBCS8I18 CAC ACA CACACACACAG 572
UBC820 GTG TGT GTG TGT GTIG TC 47.5
UBC834 AGA GAG AGA GAG AGA GYT 45.6
UBC835 AGA GAG AGA GAG AGA GYC 50.2
UBC841 GAG AGA GAG AGA GAG AYC 48.5
UBCB845 CICTCT CTCTCT CTCTRG 48.1
UBC848 CAC ACA CAC ACA CAC ARG 52.7

ISSR3 CICHCT CTCTCT CIO TG 31,5

A reacdo de amplificacdo se deu em termociclador (Figura 4) com desnaturacao a 94°C

por 4 min, seguido de 37 ciclos de amplificacdo. Cada ciclo incluiu a desnaturacdo a 94°C por

45 s, temperatura de anelamento por 45 s e extensdo a 72°C por 2 min. Apoés os ciclos, houve

uma extensao final a 72°C por 7 min, seguida de resfriamento a 4°C.
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Figura 4. Termociclador (Petitier Thermal Cicles).
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Os produtos da reagdo foram aplicados em gel de agarose a 2,0%. A corrida

eletroforética foi a horizontal, a 90 V por 1h e 15 min. Os geis foram corados em brometo de

etidio e visualizados em transiluminador de luz ultravioleta e as imagens armazenadas
digitalmente (Figura 5).

Figura 5. Transluminador de luz ultravioleta para leitura das bandas de géis.

—

Fonte: Autora, 2023.

4.5 Anédlise dos dados

Foram geradas matrizes binérias, quanto a presenca (1) e auséncia de bandas (0) para
obtencédo de estimativas relacionadas a diversidade genética e a estrutura genética espacial.
4.5.1 Diversidade genética
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Para obtencédo do indice de diversidade entre individuos da populacéo foi feita a anélise
da similaridade genética (Sij) entre cada par de individuos. A referida analise foi realizada por
meio do programa NTSY Spc2, empregando-se os coeficientes de Jaccard.

A diversidade genética foi caracterizada pelos seguintes indices: nimero total de alelos
por loco (Na), Numero efetivo de alelos (Ne), heterozigosidade esperada (He), pressupondo que
os locos estejam em Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE), e indice de Shannon (I). As analises
foram calculadas utilizando o programa Genalex (Peakall e Smouse, 2012).

Foi realizada analise de estrutura genética populacional fundamentada no modelo de
agrupamento bayesiano com o auxilio do programa STRUCTURE v. 2.3.3 (HUBISZ et al.,
2009). O conjunto de parametros assumiu o modelo ‘admixture’ com frequéncias de alelos
correlacionadas, e as simulagdes foram executadas em burn-in de 100.000 repeti¢cGes, com
valores de k variando de 1 a 10 agrupamentos. O numero de agrupamentos (AK) foi
determinado de acordo com STRUCTURE HARVESTER Evano (EARL E VONHOLDT,
2012).

4.5.2 Estrutura genética espacial

Para a analise da estrutura genética espacial (EGE) foi utilizado o programa SPAGEDI
(Hardy e Vekemans, 2002). A caracterizacdo da distribuicao espacial dos genétipos dentro das
populacdes foi realizada a partir das estimativas dos coeficientes de coancestria (6xy) entre
pares de plantas, dentro de diferentes classes de distancia.

O Coeficiente de coancestria foi calculado com base em Loiselle et al. (1995), conforme
descrito por Bittencourt e Sebbenn (2007): em que, pi e pj sdo as frequéncias do alelo k nos
individuos i e j (assumindo valores de 0, 0,5 e 1 em individuos homozigotos para o alelo
alternativo, heterozigotos e homozigotos para o alelo 4 sob consideracéo, respectivamente), pk

é a média da frequéncia dos alelos k e n € o tamanho amostral.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Diversidade genética
Com relacdo ao parametro de diversidade genética, os resultados obtidos na populacéo
estudada de Myrciaria floribunda em Piacabugu indicam uma baixa variabilidade genética. Os

valores observados foram: Numero de alelos (Na = 2), Numero efetivo de alelos (Ne = 1,20),
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indice de Shannon (I = 0,27) e diversidade genética de Nei (He = 0,15). Esses valores,
especialmente | e He que se aproximam de zero, demonstram uma reduzida diversidade
genética na populacdo em questao.

Diferentemente dos resultados obtidos neste estudo, Nascimento (2019a) encontrou alta
variabilidade genética em populacdo natural de Myrciaria floribunda, no municipio de
Itaporanga d’Ajuda, SE, com valor médio do Indice de Shannon (I) de 0,50. Na pesquisa em
questdo, os cambuizeiros com frutos de coloracdo distinta apresentaram nivel intermediario de
diversidade genética, semelhante a observada por Santana et al. (2016), que obteve (1) de 0,52.
O nivel de resolucéo genética e confiabilidade obtida por meio da analise com marcadores ISSR
possibilitou a discriminacdo de gendtipos diferentes geneticamente, que poderdo ser utilizados
para 0 manejo dos recursos genéticos da espécie. (SANTANA et al, 2016).

A analise UPGMA, baseada no coeficiente de Jaccard, revelou a formacéo de dois
grupos distintos (Figura 6). O Grupo 1 (G1) é composto por 17 individuos, enquanto o Grupo
2 (G2) e composto por 13 individuos (Tabela 2). Notavelmente, observou-se uma maior
similaridade entre os individuos CbPia_8, CbPia_12, CbhPia_14 e CbPia_17.

Figura 6. Dendrograma construido por meio do agrupamento UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Aritmetic Media) a partir dos valores de similaridade genética entre os individuos de
cambui (Myrciaria floribunda).
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Tabela 2. Grupos formados pelo dendrograma UPGMA dos Individuos de Myrciaria floribunda,
Piacabucgu/AL.

Grupo 1 Grupo 2
CbPia_1; CbPia_2; CbPia_3; CbPia_4; CbPia_6; CbPia_8; CbPia_9; CbPia_12;
CbPia_5; CbPia_7; CbPia_10; CbPia_11; CbPia_14; CbPia_16; CbPia_17; ChPia_18;
CbPia_13; CbPia_15; CbPia_21; CbPia_19; CbPia_20; CbPia_24; CbPia_25;
CbPia_22; CbPia_23; CbPia_26; CbPia_29.

CbPia_27; CbPia_28; CbPia_30.

Fonte: Elaborada pela autora, 2023.

Rabbani et al. (2012) realizaram um estudo para avaliar a diversidade genética de
dezoito individuos de Genipa americana na regido do baixo curso do rio S&o Francisco. Os
resultados indicaram que um par de individuos apresentou uma maior similaridade genética,
atingindo 61,13%. Com base nisso, 0s pesquisadores sugeriram que é importante priorizar 0s
individuos geneticamente mais distintos como fontes de sementes para a recuperacdo de areas
ciliares. No entanto, os individuos com maior similaridade genética também podem ser
utilizados, desde que seja em regides diferentes. Essa mesma abordagem sugerida pode ser
aplicada na espécie Myrciaria floribunda, como uma estratégia para selecionar arvores-
matrizes que fornecerdo sementes.

Arriel et al. (2006) e Nascimento (2019b) enfatizam que, o emprego de mais de um
método de agrupamento, em razdo das diferencas na hierarquizacdo, otimizacao e ordenacao
dos grupos, permite que a classificacdo dos individuos se complementam em funcdo dos
critérios que cada técnica utilizada, e impede que inferéncias errbneas sejam adotadas na
alocacdo de materiais, dentro de um determinado subgrupo de genotipos. Dessa forma, o
método de agrupamento bayesiano foi implementado pelo software STRUCTURE e resultou
no agrupamento de AK = 2 (Figura 7), confirmando a consisténcia dos agrupamentos dos
individuos formados pelo método de UPGMA. Bem como com os pardmetros evidenciados por
meio da diversidade genética de Nei e indice de Shannon, relatando sobre a baixa diversidade

genética encontrada na populacéo de Myrciaria floribunda estudada.
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Figura 7- Representacdo dos 30 individuos/populacdo natural de cambui (Myrciaria floribunda),
pertencentes a0 municipio de Piacabucu, localizados no estado de Alagoas, diferenciados em dois
grupos definidos pelo Structure (AK=2) utilizando 12 marcadores ISSR.
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A formacdo de grupos observada para a populacdo estudada pode estar associada a
estratégia de ocupacdo de area pela espécie, uma vez que foi evidenciado na area de coleta, a
distribuicdo de forma adensada.

Este padrdo de distribuicdo, em agregados de individuos, pode estar relacionado a
fatores como fertilidade e umidade do solo e condi¢bes microclimaticas especificas. Desta
forma, a distribuicdo da espécie sugere existir condi¢des diferenciais para a germinagdo e/ou
estabelecimento das plantulas de acordo com caracteristicas edaficas (DIAZ et al, 2013).

5.2 Estrutura genética espacial

Defavari et al. (2009) afirma que os fatores que podem levar uma populacao a apresentar
estrutura genética espacial significativa sdo, principalmente, o efeito fundador (populacédo
originada por um ou poucos genoétipos), deriva genética (oscilacdo aleatéria das frequéncias
alélicas ao longo do tempo) e dispersdo restrita de sementes.

Por meio de correlograma (Figura 8) é possivel observar se hd ou ndo estrutura genética
espacial populacional. Para analise, deve-se considerar que as linhas tracejadas indicam 0s
limites do erro intervalo de confiangca com 95% de probabilidade, enquanto as linhas continuas
indicam os coeficientes de coancestria que foram estimados de acordo com Loiselle et al.
(1995).

O coeficiente de coancestria € um indicador de similaridade ou divergéncia genética
entre pares de individuos e determina o seu grau de parentesco. De acordo com os valores das

estimativas podem ser considerados ndo relacionados (ij =0), primos de primeiro grau (ij
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"=0,062), meios irmdos (ij ~ =0,12), irmdos completos, pai ou mae ou filho (ij =0,25), irmé&o de

autofecundacao ou clone de cruzamento (ij =0,5) e clone de autofecundagdo (ij ~ =1,0).

Figura 8. Correlograma dos coeficientes de coancestralidade nas dez classes de distancia da populagéo
de cambuizeiro (Myrciaria floribunda), localizada no municipio Piacabucu/AL.
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As linhas tracejadas indicam os limites do erro intervalo de confianga com 95% de probabilidade, enquanto as
linhas continuas indicam os coeficientes de coancestria que foram estimado de acordo com Loiselle et al., (1995).

A populacdo apresentou valores de coancestria proximos a zero em todas as classes de
distancia, 0 que sugere menor grau de parentesco entre os individuos. o que pode significar que
eles ttm menos chances de se adaptar as mudancgas ambientais.

Além disso, foi evidenciado que o valor ndo foi significativamente maior do que o limite
superior do intervalo de confianca de 95%. Portanto, ndo foi observado estrutura genética
espacial entre os individuos de Myrciaria floribunda.

A estrutura genética espacial € importante tanto para a conservacdo e manejo quanto
para fins de melhoramento, possibilitando a formacdo de amostras mais significativas com certa
diversidade em populac¢Ges naturais de plantas, colaborando, assim, com a sustentabilidade dos
recursos genéticos (LACERDA e KAGEYAMA, 2003; SANTANA et al, 2008).

A auséncia de estrutura genética na populacdo em questdo confirma o comportamento
esperado para espécies de alta plasticidade ecoldgica, no entanto a baixa diversidade
evidenciada, informa que a exploracéo desordenada e a fragmentacao das areas estao reduzindo
a base genética da espécie e acdes emergenciais precisam ser tomadas para evitar a sua extincao.
Como por exemplo, a introducdo de individuos geneticamente diversificados pode ser
necessarias para aumentar a variabilidade genética da populacdo e fortalecer sua capacidade de

adaptacao.
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Outro fator que pode estar ligado a auséncia de estrutura genética espacial e baixa
diversidade genética € a forma de introdugdo da espécie. Conforme Denny et al. (2022) a
compreensdo das vias e dos padrdes de introducdo de espécies nativas é fundamental para
orientar estratégias de conservacdo, manejo e restauracdo, visando preservar a diversidade
genética e promover a resiliéncia das populaces.

Logo, é essencial compreender como uma populacdo foi introduzida para avaliar
possiveis perdas genéticas e monitorar sua estrutura genética em um novo local. Essas
informacdes sdo imprescindiveis para tomar decisdes de manejo adequadas, como estabelecer
corredores genéticos e promover o cruzamento entre populacdes. Dessa forma, pode-se

aumentar a diversidade genética, garantir sua conservacao e a adaptacéo a longo prazo.
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6. CONCLUSOES
A populacdo natural de Myrciaria floribunda estudada evidencia baixa diversidade
genética.

Na&o ha estrutura genética espacial entre os individuos da populacéo.

A introducdo de novos individuos e preservacdo das areas de ocorréncia natural da
espécie se fazem necessarias de forma a garantir a perpetuacdo das mesmas no espago e no

tempo.
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