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BIOMETRIA E PROTOCOLO DE EXTRACAO DE DNA EM Myrciaria caerulescens
J.M.A.Braga, M.T.C.Lacerda & Stadnik (Myrtaceae): NOVA ESPECIE DE FRUTIFERA
OCORRENTE EM UM TRANSECTO DA FERROVIA DE INTEGRACAO OESTE- LESTE

Autora: Marluce Santana de Oliveira

Orientadora: Dr2 Simone Alves Silva

RESUMO: O Brasil € um pais riquissimo pela vasta variabilidade de espécies de valor
econbmicoe pela diversidade em recursos biolégicos. Sua vasta diversidade de espécies
frutiferas endémicas de ocorréncia espontanea em grande parte do Brasil destaca-se a
familia Myrtaceae como uma das maiores riqguezas das familias de angiospermas e a
terceira com maior taxa de endemismo. As myrtaceae sao representadas por 29 géneros e
aproximadamente 1.193 espécies, das quais 784 sdo endémicas, distribuidas em todos os
biomas brasileiros. Desta forma, o objetivo do trabalho foi estimar a variabilidade genética
mediante avaliagbes biométricas de individuos e definir um protocolo de extragdo de DNA
de Myrciaria caerulescens ocorrente em um transecto da ferrovia de integracdo Oeste
Leste. A coleta dos materiais foi realizada em dois locais na Bahia, nas cidades de Caetité
e Lagoa Real, municipios por onde passara a linha da ferrovia de integracdo oeste-leste.
Foram avaliados 20 individuos por localidade, totalizando em 40 unidades amostrais. Cada
individuo foi identificado e georreferenciado com o auxilio de um GPS. As variaveis
analisadas foram: altura da planta (cm), didametro da copa (cm) e nimero de ramos. Ao
comparar as duas localidades nota-se uma ampla variabilidade genética entre as
populacbes de Lagoa Real (LR) para todas as varidveis quando comparadas a Caetité
(CA). Os individuos de Lagoa Real sdo mais altos, com maior diametro e maior nimero de
ramos. As andlises sugerem que os individuos coletados em CA e em LR pertencem a
duas populacdes diferentes. Para o protocolo de extracdo de DNA foram coletadas folhas
jovens de 40 individuos em trés formas: silica no papel aluminio, silica no tubo de ensaio e
no gelo. Foram testados trés protocolos de extracdo: Lodhi (1994), Doyle & Doyle (1987)
com modificacBes e Murry e Thompson (1980). A utilizacdo de silica durante a coleta das
folnas para extracdo de DNA melhorou a preservacdo dos tecidos com melhoras na
qgualidade e quantidade de DNA extraido.A partir dos trés protocolos testados, foi possivel
determinar que Lodhi (1994) é o melhorprotocolo para a extracdo de DNA de folhas de M.
Caerulescens. O DNA extraido foi armazenado em ultrafreezer para validacdo de
marcadores de DNA com o intuito de estudar a diversidade genética da espécie nos locais
de ocorréncia.

Palavras chave: Espécie endémica, quantificacdo de DNA, populacgdes.

BIOMETRY AND DNA EXTRACTION PROTOCOL IN Myrciaria caerulescens J.M.A.Braga,
M.T.C.Lacerda & Stadnik (Myrtaceae): NEW SPECIES OF FRUIT OCCURRING ON A
TRANSECT OF THE WEST-EAST INTEGRATION RAILWAY



Autora: Marluce Santana de Oliveira

Orientadora: Dr2 Simone Alves Silva

ABSTRACT: Brazil is a very rich country due to the vast variability of species of economic value
and diversity in biological resources. Its vast diversity of endemic fruit species that occur
spontaneously in much of Brazil highlights the Myrtaceae family as one of the greatest wealth
of angiosperm families and the third with the highest rate of endemism. The myrtaceae are
represented by 29 genera and approximately 1,193 species, of which 784 are endemic,
distributed in all Brazilian biomes. Thus, the objective of the work was to estimate genetic

variability through biometric assessments of individuals and to define a protocol for extracting
DNA from Myrciaria caerulescens occurring on a transect of the West East integration railway.
The materials were collected in two different locations in Bahia, in the cities of Caetité and
Lagoa Real, municipalities through which the west-east integration railway line will pass. 20
individuals were evaluated per location, totaling 40 sampling units. Each individual was
identified and georeferenced with the aid of a GPS. The variables analyzed were: plant height
(cm), crown diameter (cm) and number of branches. When comparing the two locations, there
is a wide genetic variability between the populations of Lagoa Real (LR) for all variables when
compared to Caetité (CA). The individuals from Lagoa Real are taller, with a larger diameter
and greater number of branches. Analyzes suggest that individuals collected in CA and LR
belong to two different populations. For the DNA extraction protocol, young leaves were
collected from 40 individuals in three ways: silica in aluminum foil, silica in a test tube and on
ice. Three extraction protocols were tested: Lodhi (1994), Doyle & Doyle (1987) with
modifications and Murry and Thompson (1980). The use of silica during leaf collection for DNA
extraction improved tissue preservation with improvements in the quality and quantity of
extracted DNA. From the three protocols tested, it was possible to determine that Lodhi (1994)
is the best protocol for DNA extraction from M. Caerulescens leaves. The extracted DNA was
stored in an ultrafeezer to validate DNA markers in order to study the genetic diversity of the
species in the places of occurrence.

Keywords: Populations, endemic species, DNA quantification.



1. INTRODUCAO

A fruticultura vem se destacando em maior propor¢do na economia do
agronegocio brasileiro, sendo o Brasil um dos paises com maior potencialidade. Uma
série de fatores esta relacionada com o clima favoravel e espaco para o cultivo das
frutiferas nos climas subtropical, tropical e temperado. A area ocupada por frutas no
Brasil colocou o pais no ranking como o terceiro maior produtor mundial, atrés da China
e da india. A area de producio no ano de 2018 alcancou o valor de 40 milhdes de
toneladas de frutas frescas (Anuario Brasileiro de Horticultura, 2020).

O Brasil é um pais riquissimo pela vasta variabilidade de espécie de valor
econdmico e pela diversidade em recursos biolégicos (COSTA et al., 2009). As fruteiras
estdo entre 0s recursos genéticos que possuem importancia econdémica, social e
ambiental para agricultura familiar, sendo responsavel pela geracdo de renda. Além do
mais, as frutiferas podem se tornar uma grande oportunidade de ganharem espaco no
mercado competitivo, gerando empregos e promovendo, portanto, o desenvolvimento
regional (SUCUPIRA et al., 2012, FONSECA, 2022).

De acordo com Lorenzi et al. (2015), as espécies frutiferas nativas do Brasil
ainda ndo sdo comercializadas e consumidas em grande escala, por serem frutas de
pouco consumo ou até mesmo ndo conhecidas pela sua restrita presenca em
mercados. Entretanto, a agregacao de valor destas frutiferas aliada a capacidade de
geracdo de renda aos agricultores podem ser importantes catalisadores para a
disseminagdo da producdo, distribuicdo e consumo das frutas nativas (OZELAME,
2019).

Em sua megadiversidade, as espécies frutiferas endémicas e de ocorréncia
espontanea em grande parte do Brasil, a familia da Myrtaceae, possui ampla
ocorréncia de espécies comestiveis e produtoras de frutas, dentre elas estdo as Plinia
peruviana (Poir) Govaerts (sinonimia Plinia trunciflora (O. Berg) Kausel.) e Plinia
cauliflora (Mart. Kausel (SOBRAL et al., 2015) e pelo uso medicinal, as folhas e frutos
possuem alto teor de compostos bioativos benéficos a saide humana, indicados para
prevencao de doencas (UEDA, 2020). A exploragao das frutiferas nativas é feita em
geral, de forma extrativista, com pouca transposicdo para o mercado nacional e
internacional (VIEIRA et al., 2018).

13



No Brasil, a familia Myrtaceae vem se destacando como uma das maiores
riquezas das familias de angiospermas e a terceira com maior taxa de endemismo
(FORZZA et al., 2012). A sua representatividade é composta por 29 géneros e
aproximadamente 1.193 espécies, das quais 784 sdo endémicas, distribuida em todos
os biomas brasileiros com maior representatividade na Floresta Atlantica, Cerrado e
Caatinga (THE BRAZIL FLORA GROUP - BFG, 2015). Essa familia possui maior
representacdo na sua maioria (MARCHIORI, 1997). Essa familia possui maior
representatividade dentre as angiospermas e se desenvolvem nas regides presentes
nas zonas tropicais e subtropicais de todos o0s continentes. Tais plantas séo
representadas por arvores e arbustos que tém a presenca de folhas simples de
coloragéo verde, troncos de casca lisa, com renovacéo (JOLY, 2002).

O género Myrciaria pode ser caracterizado pelas inflorescéncias axilares,
glomeruli formes, com bracteas e bractéolas geralmente persistentes. Na sua estrutura
floral sdo compostas de com 4 partes, hipanto prolongado acima do ovéario, com lobos
do calice deciduos apds a antese e formando uma cicatriz circular tipica dos frutos,
ovario biocular com 2 évulos por léculo. Quanto aos frutos sdo classificados como
globosos, sementes 1 - 2 com embrido do com cotilédones espessos e hipocotilo curto
(LANDRUM & KAWASAKI 1997; KAWASAKI, 2011; SOBRAL et al., 2012). O género
compreende algumas espécies amplamente cultivadas no Brasil como o0 jambo
(Syzygium jambo), Jabuticaba (Myrciaria jaboticaba) Goiaba (Psidium guajava), dentre
outras, principalmente devido aos seus frutos carnudos comestiveis (BRAGA et al.,
2023; PIERI, 2012).

Os parametros avaliativos dos caracteres biométricos em plantas permitem o
conhecimento da qualificacdo e diferenciacdo fisiolégica e morfolégica de diferentes
espécies vegetais (VIEIRA; GUSMAO, 2008). Constituem um importante instrumento
para detectar a variabilidade genética dentro de populacdes de uma mesma espécie e
as relagbes entre essa variabilidade e os fatores ambientais (GUSMAO; VIEIRA;
FONSECA JUNIOR, 2000). As avaliagbes fornecem informacbes que auxiliam na
conservacao e exploracdo dos recursos genéticos de valor econémico (COSTA et al.,
2012).

A conservacao vegetal envolve a caracterizacdo morfoldgica, citogenética e
molecular entre outros. Nos estudos moleculares o ponto de partida quando se trata de
uma espécie nova, como é o caso de M.caerulescens, € um protocolo para extrair o

DNA e estudar a diversidade genética. A padronizacdo de técnicas de extracdo €
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importante, pois muitas vezes o0s procedimentos padrdo nao se aplicam
adequadamente a todas as espécies e um protocolo direcionado para determinado
grupo pode facilitar e acelerar as pesquisas e estudos. Para trabalhos de diversidade
genética, além de um protocolo de extracdo de DNA, é exigido um grande namero de
individuos, necessitando de meétodos confiaveis de armazenamento do material
vegetal. Sempre que possivel, € indicado o uso de material fresco. Entretanto, em
trabalhos com populacdes nativas, as amostras podem estar distantes dos centros de
pesquisa, levando, por vezes, tempo consideravel de transporte (DIAZ et al., 2011).
Portanto, € essencial formas de coletas que possam manter a integridade do material
vegetal para ser utilizado no processo de extracdo de DNA, evitando a degradacao do
material genético.

Os trabalhos com as frutas tropicais justificam-se pela preservacdo da
espécie para usos atuais e futuros, com a preservacao ecologica, gerando emprego e
renda para producédo de polpa (MENEZES et al., 2017), além do uso da espécie como
fonte de variabilidade para programas de melhoramento genético. Desta forma, o
objetivo do trabalho foi estimar a variabilidade genética mediante avaliacdes
biométricas de individuos e definir um protocolo de extracdo de DNA de Myrciaria

caerulescens ocorrente em um transecto da ferrovia de integracao Oeste Leste.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Fruteiras nativas nao tradicionais

O alimento é de extrema importancia para a sobrevivéncia humana devido as
suas diversas fontes nutritivas. Os vegetais sdo diversos em fontes de vitaminas, tanto
em acucares, sais minerais e fibras, essenciais para a manutencdo da saude do
organismo. Portanto, o consumo de frutas € um dos recursos de grande relevancia

para a melhoria da saude da populacdo mundial (AMOROSO et al., 2019).

Neste caso incluem-se as frutiferas nativas ndo tradicionais, como 0s
recursos alimentares ndo convencionais que, quando presentes na alimentacao,
contribuem na segurancga alimentar das familias e garante a soberania alimentar e

nutricional (FILHO, 2015). Entre a gama de diversidades em frutiferas nativas e
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exoticas existentes no Brasil, destaca-se as que fazem parte da familia Myrtaceae
(MEIRA et al., 2017). Essa familia possui uma grande importancia ecoldgica devido as
suas caracteristicas para polinizadores e por ter ampla ocorréncia de espécies
comestiveis e de frutas que sdo comumente utilizadas na medicina tradicional (PLAZA
et al., 2007) por atuar como anti-inflamatdrias e antioxidantes (SOUZA, 2013).

O Brasil € um pais de grande extensdo de espécies nativas e diversidade
vegetal do mundo com aproximadamente 55.000 espécies catalogadas (SANTOS,
2020). Na agricultura o uso desse material genético possui um grande potencial, tanto
para o melhoramento dessas espécies frutiferas quanto para a domesticacao
(SANTOS, 2020). Entretanto, muitas espécies frutiferas de grande potencial econémico
sdo pouco estudadas, como as nativas e muitas dessas espécies sao poucas
consumidas ou ndo consumidas por desconhecimento do potencial nutracéutico ou
estdo em extincdo devido a erosdo genética pela falta de estudos de conservacao.
(ARAUJO et al., 2009; SILVA et al., 2016; PADILHA et al., 2017).

A producgédo das espécies frutiferas nativas do Brasil, segundo Lorenzi et al.
(2015), ainda ocorre uma restricdo nos mercados e a producdo € realizada em
pequena escala. Contudo, a agregacéo de valor destas frutiferas aliada a capacidade
de geracdo de renda aos agricultores pode ser importante para 0 consumo e

distribuicdo da producéo.

As fruteiras ndo tradicionais sdo consumidas in natura como também
processadoras nas industrias de alimentos, devido ao seu grande potencial nutricional,
bem como na producdo de cosméticos e farmacos. Além disso, para as populacées
locais podem uséa-las como fonte de renda, tornando uma grande oportunidade para
produtores locais ganharem espaco no mercado competitivo de frutas, por meio da
oferta de produtos com propriedades biologicamente funcionais (SUCUPIRA et al.,
2012).

A procura por alimentos com propriedades funcionais, tem de certa forma
contribuido para o aumento da fruticultura brasileira e na producéo de fruteiras nativas
tradicionais ndo conhecidas e/ou pouco conhecidas, dentre as frutiferas estdo: araca-
boi (Eugenia stipitata McVaugh), araca-pera (Psidium acutangulum DC.), murici
(Byrsonima verbascifolia (L.) Rich), Macaranduba (Manilkara salzmannii (A. DC.) H. J.
Lam.) e trapia (Crateva tapia L).
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Outra espécie nativa que vem se destacando por populacdes locais € a
jabuticabeira, seu consumo se da tanto in natura, seja em preparacfes doces ou
salga{das, quanto no ramo industrial na preparacdo de cosméticos sob a forma de
insumo, o que possibilita 0 aumento de sua importancia econdémica, seja em ambito
nacional, seja como produto de exportacdo (DONADIO, 2000; SALES; 2002). Apesar
disso, mesmo com seu elevado potencial de comercializacdo de aproveitamento, a alta
perecibilidade desse alimento prejudica seu preco, jA& que, uma vez colhida, a
jabuticaba dura até trés dias (SATO; CUNHA, 2007).

De acordo com OLIVEIRA et al., (2021) se as pessoas tivessem consciéncia
da relevancia das espécies nativas, e compreendessem as dificuldades presentes para
a introducdo das mesmas no mercado, e se demonstram interesse em consumir as
frutas nativas, caso fossem encontradas com mais frequéncia e quantidade a procura

em mercados seriam maiores.

2.2 Ferrovia de integracao oeste-leste da Bahia (FIOL)

A ferrovia de Integracdo Oeste- Leste da Bahia (FIOL) é voltada para a
exportacdo, e ira interligar os municipios de Figueirépolis (TO) e Illhéus (BA),
abrangendo as regides Norte e Nordeste do Brasil. O empreendimento tem como
objetivo transportar cargas de produtos que agregam grande valor econémico como:
minério ferro, gréos e farelo de soja para escoamento no Porto Sul (em fase final de
licenciamento), de onde seréo exportados para o mercado internacional (JUNIOR et al.,
2015).

A Ferrovia com extensao de 1527 km propde percorrer os estados do Tocantins, de
Goiéas (apenas o extremo nordeste do municipio de Campos Belos) e da Bahia no porto
de Ilhéus. Seu ponto de partida serd uma interseccdo em um futuro patio da Ferrovia
com distancia equivalente de 7,2 km do Norte-Sul, a cidade de Figueirépolis-To
(OIKOS, 2009).

O sistema de transporte é essencial para a utilizacdo de diferentes tipos, sejam
eles: ferroviario, maritimo, rodoviario, aéreo e etc. Esse sistema implica com as formas
e necessidades de reduzir os custos logisticos (KIRCH, 2021). Ainda, de acordo com
Martins; Caixeta Filho (1998), o sucesso do desenvolvimento e a estratégia do
crescimento da nacdo sdo determinados, em parte, com base na escolha e

necessidade entre os diferentes sistemas alternativos de transporte.
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De acordo com o Departamento Nacional de Infraestrutura de Transportes (DNIT)
(2016), as demandas de cargas, sdo realizadas com base na coleta de dados
existente sobre a area de influéncia do projeto; a area do projeto ocorreré levantamento
no que se refere ao potencial de producédo, além de dados sobre quais as possiveis
cargas serao transportadas através da ferrovia; pesquisa de origem e destino; coletas
de estimativas disponiveis da demanda atual e potencial e projecdes.

A FIOL proporcionara ao mercado interno grande desenvolvimento, mas
também ao mercado externo, com a realizacdo das trocas dos produtos da regiéo.
(OIKOS, 2009). O transporte ferroviario causara impacto diretamente na economia da
regido e na comunidade, transportando a producdo de minério de ferro produzido no
sul da Bahia (Caetité e Tanhacu) e de grdos do oeste baiano. Entretanto, faz-se
necessario que estudos para que seja identificado o minimo das variaveis que
carregam 0s riscos, principalmente devido as incertezas que se tem quanto ao futuro e
0 impacto dessa variacdo na rentabilidade do projeto, ainda durante o processo da
tomada de deciséo (KIRCH, 2021).

Segundo Oikos (2009), ressalta que com a construcdo da ferrovia, ocorrerao
impactos positivos para as pessoas das comunidades, como 0 aumento na geracao de
empregos, em que ocorrera o recrutamento de mao de obra local ndo especializada. O
autor enfatiza também que ocorrerdo pontos negativos como a construcéo de barreiras,
causando modificacdo na biodiversidade da vegetacdo existente, no comportamento e
na reproducdo dos animais. Outra possivel questdo é a alteracdo das condicdes de
vida das comunidades, as quais a ferrovia vai passar, logo que a mesma atravessa
areas rurais e areas afastadas de cidades e vilas.

A implantacao de uma ferrovia contribui para diversos impactos ambientais , tais
como: desmatamento da vegetacdo, alteracdes de comportamento dos animais
silvestres, mudancas no uso do solo, risco de perda de patriménio arqueologico e de
interferéncia com cavernas (VICENTINI, 2006). Um dos impactos mais recorrentes na
implantagéo de uma ferrovia implica a modificacdo da cobertura do solo. Ao se retirar a
cobertura vegetal de um solo, ele ird perder sua consisténcia, ou seja, a agua, que
antes era absorvida pelas raizes das arvores e plantas, passa a infiltrar em menor
guantidade devido a falta de cobertura vegetal, podendo gerar instabilidade do solo
e/ou erosao causada pelo aumento da parcela de escoamento superficial (ALMEIDA et
al., 2019).

Contudo os possiveis impactos ambientais, segundo a empresa, serao
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justificados pelos inumeros beneficios com a instalacdo da ferrovia. De modo geral,
serdo muitos impactos, entre eles podem-se destacar o desmatamento de areas que
estdo na trajetoria de construcdo, na qual as espécies nativas serdo extraidas, 0s
terrenos serdo cortados, os rios e lagos serdo aterrados ou desviados de seu curso
natural (OLIVEIRA, 2017) prejudicando a biodiversidade local, medidas mitigadoras
serdo realizadas a fim de reverter os impactos causados e recuperacdo da area
(SANTOS et al., 2017).

A vida da comunidade também € um ponto de vista muito critico no que se
refere ao bem estar, as familias estdo tendo bastantes transtornos com a construcao
da ferrovia. Segundo MAMNACIONAL (2021) o dano mais visivel consiste nas
moradias danificadas pela chuva de pedras das exploracbes comuns no processo de
extracdo de minério. As obras da FIOL trazem prejuizos ao desenvolvimento agricola e
a saude das pessoas gue se sentem reféns desse empreendimento.

Moradores reclamam muito de eventos que ocorrem na comunidade que
convivem a partir da chegada de uma mineradora como a Bahia Mineragéo Ltda
(BAMIN), no momento das detonacbes o barulho € intenso, causando estresse e
sofrimento mental, tanto para a comunidade ao redor quanto para os animais, além da
circulacao dos magquinarios. Diante disso, com o uso dos detonadores nas minas
vém os resultados negativos como o excesso de pd que é espalhado pelo vento para
dentro das residéncias, telhados furados, estruturas rachadas, além da cobertura dos
vegetais com o p6 das rochas (MAMNACIONAL, 2021).

Para MAMNACIONAL (2021), no Brasil o modelo de mineracdo tem causado
danos para as comunidades locais na qual se refere a qualidade de vida em todas as
fases da mineracdo, sdo atividades que aumentam os conflitos socioambientais
notadamente no que se refere a especulacao fundiaria, os impactos sobre o patriménio
material e imaterial, a imigracdo com seus consequentes efeitos sobre 0s servi¢cos
publicos de saude, educacéo, seguranca, habitacdo e o inadequado uso dos recursos

hidricos.

2.3Espécies encontradas ao entorno da ferrovia Leste-Oeste da Bahia

As arvores estdo presentes em todos os lugares e atuam na protecédo das
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margens das nascentes, rios e coérregos, auxiliando no assoreamento e catastrofes
ambientais e nas matas, entre essas espécies estao presentes: Jatoba, Amescla,
Pombeiro, Amescla-aroeira, Cega-machado, Santa-rita Canjerana-preta. As mesmas
atuam em diferentes ecossistemas e se adaptam a diferentes climas e possuem
importancia devido o seu valor econémico como, por exemplo, as que se encontram
matas secas, usadas na producdo madeireira, como Aroeira, Brauna e Cerejeira, que
sdo espécies ameacadas de extingdo de acordo com dados obtidos através do
Ministério do Meio Ambiente, além dos Ipés, Perobas e Angicos. Na Bahia, ocorre
também na parte central da regido de influéncia da vegetacdo Caatinga (RIMA et al,.
2009).

Algumas espécies possuem caracteristica predominante durante o periodo da
seca, como a perda total das folhagens, além da presenca de muitas espécies
espinhentas, como cactos e bromélias. Caracteristicas essas que é um meio para
evitar perda de agua. Entretanto, existem as que mais se sobressaem em algumas
regides, as Amburanas- de- espinho, Peroba-rosa, Jurema Branca e preta, Pinhao-
bravo, Cansancdo, Imbirucu, Aroeira, Brauna, Umbuzeiro, Juazeiro, Cerejeira,
Barriguda-lisa e Barriguda-de-espinho. Apesar do dominio da Caatinga nesta regiao,
préximo a cidade de Brejinho das Ametistas e Caetité, ocorre a predominancia do
cerrado e dos campos rupestres. Essas vegetacBes caracterizam-se por serem
compostas de arvores de pequeno porte, geralmente em forma de arbustos,
desenvolvem-se sobre as rochas (RIMA et al,. 2009).

Na Bahia, ocorre a predominancia de vegetacOes distintas, como por
exemplo, a presenca de restinga das florestas da Mata Atlantica devido ao clima Umido
gerado pelo Oceano Atlantico, como também a Caatinga e o Cerrado. No decorrer do
tempo, modificacdes florestais ocorreram com a influéncia da acdo do homem na
regido, como os desmatamentos da vegetacdo predominante, substituindo para a
implantacdo do sistema agroflorestal de producdo de cacau (cabrucas). Essa
substituicdo é realizada para que a arvore de cacau se desenvolva embaixo da sombra
das arvores que ali permanecem. As areas da Mata Atlantica compostas pelas
espécies como o Vinhéatico, Pombeiro, Matatuba ou Mandiocdo, Faveco, Louro, Pati,
Pau- sangue, Cajueiro-bravo, incluindo também as de Jacaranda-da- Bahia, Louro-
precioso, Cedro, Macaranduba, Cabreuna, Carvoeiro, Ipé-roxo e outras que Sao
espécies ameacadas de extincdo que pertencem a locais com bom estado de

conservagao nos topos de morro e areas de relevo movimentado (RIMA et al,.
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2009).

3.0 Género Myrciaria (Myrtaceae)

No Brasil o género myrciaria é encontrado em diversos biomas, como na
Caatinga, Floresta Atlantica, Amazénica, e Pantanal, sendo também encontrado
dominio Cerrado (BORGES; CONCEICAQ; SILVEIRA, 2014; FAITANIN et al., 2018).
Desenvolve em solos com boa disponibilidade de agua, seu periodo de floracéo
ocorre dois meses ao ano, entre agosto a setembro e de janeiro a fevereiro
(ANDRADE, 2022).

As myrtaceae sao representadas com cerca de 150 géneros e
aproximadamente 6000 espécies (WCSP, 2018), a sexta familia com mais diversidade
na Floresta Atlantica, com um total de 636 taxons, sendo Eugenia (241 espécies) e
Myrcia (132 espécies) os géneros de maior riqueza, das quais respectivamente, 202 e
101 sdo endémicas (STEHMANN et al. 2009), na sua maioria € composta por vegetais
ndo frutiferos, caracteristica comum entre os géneros e espécies (MENEZES et al.,
2021).

O género esta distribuido em diversas regides do pais, América do Sul,
Argentina, Paraguai, Venezuela e Bolivia, na América Central como Belize, Guatemala,
El Salvador e Honduras e na América do Norte, como principais representantes
restritas ao Sul do estado da Florida nos Estados Unidos (FAITANIN et al., 2018). No
Brasil o género esté sendo cultivado nos Estados do Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Minas
Gerais, Goias, Bahia e Espirito Santo (BORGES; CONCEICAOQ; SILVEIRA, 2014).

Dentre as diversas espécies de Myrciaria nativas do Brasil, podemos citar em
especial a M. glazioviana (Kiaersk.) G. M. Barroso ex Sobral, com sinonimia Eugenia
cabeluda, Myrciaria glomerata e Plinia glomerata, que € conhecida popularmente por
“cabeludinha”, sendo cultivada em pomares domésticos (PEREIRA et al., 2020), a
Myrciaria strigipes O. Berg. Popularmente conhecida por “cambuca da praia e
cabeludinha da praia” (FAITANIN et al., 2018), e M. trunciflora (Berg.) com sinonimia P.
peruviana ou P. trunciflora conhecida por “jaboticaba” (SILVEIRA et al.,, 2006;
QUATRIN et al., 2020). Outra espécie encontrada na regido Nordeste, sobretudo na
Chapada Diamantina, € uma nova espécie com recente classificacdo. Esforgos
recentes com o objetivo de identificar uma espécie frutifera cultivada de Myrciaria,

introduzida em 2018 a partir de sementes coletadas por um colecionador no municipio
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de Lagoa Real, localizado no estado da Bahia, resultaram na descoberta de uma nova
espécie dentro do género Myrciaria. Essa espécie havia sido previamente catalogada
em herbarios como Myrciaria. guaquiea (Kiaersk.) Mattos & D.Legrand.

Outros autores enfatizam também as dificuldades existentes para a
classificacao da taxon6mica do género Myrciaria (CITADIN, DANNER, SASSO, 2010;
BORGES, CONCEICAO, SILVEIRA, 2014), relatam a dificil classificacdo e
reclassificacdo do género e toda a familia Myrtaceae, devido a diversidade das

espécies.

Algumas espécies do género Myrciaria foram descritas por Mattos, citado por

Donadio (2000), as quais foram mencionadas com as seguintes caracteristicas:

a) Myrciaria coronata Mattos: Ocorréncia em Sao Paulo, a arvore possui pequeno
porte com 3m de altura com ramos terminais achatados, folhas com peciolos curtos,
frutos globosos com aproximadamente 2,7 cm de diametro, identificada por

consumidores como jabuticaba coroada, ou jabuticaba de coroa.

b) Myrciaria oblongata Mattos: arvore Conhecida popularmente como jabuticaba
azeda, de ocorréncia no estado de Sao Paulo, altura de 5m; ramos terminais sub
achatados; folhas de peciolo curto, avermelhadas, muito glandulosas; frutos ovado-
elipticos a elipticos auto purpureos de 2 a 3,2 cm de comprimento por 2 a 2,7 cm de

diametro; o nimero de sementes varia 1 a 4 sementes.

c) Myrciaria spirito-santensis Mattos: a ocorréncia dessa espécie é principalmente
no Espirito Santo, quanto ao porte alcanca 4m de altura, ramos castanhos, com
raminhos terminais e novos pilosos; quanto as folhas sdo opostas ou subopostas de

peciolos curtos.

d) Myrciaria grandifolia Mattos: porte de aproximadamente 5m de altura, os ramos
sdo em cilindricos, possuindo em sua extremidade com caracteristica subachatada,
acinzentados e ramos terminais sericeos. Folhas com peciolos de 5 a 6 mm de
comprimento; frutos com 2,2 cm de diametro, globosos, lisos, atropurpureos.
Conhecida como jabuticaba grauda, ou jaboticatuba, ocorre principalmente em Minas
Gerais.
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e) Myrciaria peruviana (Poir) Var. trunciflora (Berg) Mattos: a espécie possui cerca
de8m de altura; ramos cilindricos, e raminhos novos achatados; folhas com
coloragcbes escuras com peciolos de aproximadamente 3mm de comprimento; bagas
globosas, com cerca de 2cm de diametro, negras; 1 a 4 sementes. Conhecida
popularmente como jabuticaba de cabinho, ocorre nos Estados de MG e ES, no Brasil,

e também no Paraguai e Argentina.

f) Myrciaria aureana Mattos: aproximadamente 3 m de altura; casca amarelada; ramo
cilindrico ocorre o processo de ritidoma, ou seja, desprendimento de casca sendo 0s
ramos terminais e novos cinza-amarelados possuindo pilosidade seriacea; folhas
opostas, com peciolos de 3 mm de comprimento, cactaceas, possuem glandulas
escuras, numerosas e pouco visiveis; frutos subgloboso-obliquos, de 15 a 18mm de
comprimento por 19 a 21 mm de diametro, verde-claros; 1 a 4 sementes lisas, amarelo-

claras. Conhecida como branca, ocorre em Sdo Paulo.

g) Myrciaria phitrantha (Kiaersk) Mattos: porte de aproximadamente 7m de altura;
ramos cilindricos; o comprimento das folhas com peciolos é de aproximadamente 5 a
10mm de comprimento, possuindo pontuac¢des semi-translicidas; bagas com cerca de

2,4 cm de diametro, sub globosas. Conhecida como costada. Ocorre em Sao Paulo.

h) Myrciaria jaboticaba (Vell) Berg: A arvore possue estrutura de 6 a 9m de altura;
ramos finos e formatos em cilindricos, sendo os ramos terminais e novos, achatados;
nas folhas o peciolo apresenta dimensdes de 1,5 a 2 mm de comprimento, ciliadas
guando novas; frutos de 1,6 a 2,2 cm de diametro, subglobosos ou globosos, cor
negros e lisos; 1 a 4 sementes, como 0 sabara, que ocorre no Brasil, Paraguai e

Argentina.

i) Myrciaria cauliflora (DC) Berg: presenca de ramos terminais glabros e achatados;
folnas com peciolos de 3 mm de comprimento, membranaceas; frutos globosos, de
coloracéo negra, 2,2 a 2,8 cm de comprimento por 2,2 a 2,9 cm de diametro; 1 a 4
sementes. Conhecida popularmente como paulista, assu (ou agu), e ponhema. Ocorre

no Brasil, de forma geral.

4.0 Caracterizacdo morfoldgica e biométrica em plantas
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A caracterizacdo morfolégica pode ser definida como a coleta de dados
gualitativos e gquantitativos de um vegetal com a capacidade de descrever os atributos
gue permitem diferenciar os acessos mantidos em um banco de germoplasma ou uma
populacdo. A caracterizacdo morfolégica € a coleta de dados relacionada ao fendtipo
do individuo e faz uso de descritores morfologicos.

De acordo com Rodrigues et al., (2010) as informacdes das caracterizacao
morfologica apresenta algumas vantagens como a praticidade, eficiéncia no manejo
dos dados, o baixo custo, podendo ainda quantificar a divergéncia genética entre os
acessos.

As jabuticabeiras pertencem a familia Myrtaceae e ao género Myrciaria é uma
das familias de maior importdncia no Brasil (LANDRUM, KAWASAKI, 1997).
Considerada uma planta de origem subtropical com boa adaptacdo ao clima tropical
(ANDERSEN, ANDERSEN, 1988; PHILLIPS, GOLDWEBER, 1978, DONADIO (2000)).

As espécies das Myrtaceae séo classificadas quanto ao seu porte, sendo
compostas por plantas lenhosas, arbustivas ou arbéreas, com folhas inteiras, de
disposicdo alterna ou oposta e as vezes oposta cruzada, com estipulas muito
pequenas (JOLY, 1966). Nesta familia pode ser encontrados arbustos de pequeno
porte com apenas 2 m de altura como, por exemplo, a myrcia salzmanni, até
grandes portes como altura de 100m, geralmente algumas espécies de Eucalyptus
nativas das florestas australianas (CRONQUIST, 1981).

Nas Myrtaceae suas flores sdo compostas de cor branca ou as vezes vermelha
efémera hermafrodita (JOLY, 1966), estames numerosos, corola e célice 4-5-mero
(tetrAmero/pentamero), iguais ou desiguais entre si e ovario infero (BARROSO, 1991 e
NIC LUGHADHA & PROENCA, 1996). As flores mais comuns sdo as menores, embora
o tamanho varie de pequeno 26 (< 1,5 cm de diametro), como em Calyptranthes e
Myrcia a relativamente grande (> 2,0 cm), como em Acca e Campomanesia
(GRESSLER et al., 2006). Entretanto, para que ocorra o surgimento de suas belas
flores é necessario que esteja em baixas temperaturas (DONADIO, 2000). Porém,
consegue suportar temperaturas até —3 °C, porém, curto periodo de falta de agua, e
requerendo boa umidade do solo (DONADIO, 2000).

Para Maués & Couturier (2002), estudos envolvendo a biologia floral do género
Myrciaria sao raros. Entretanto, estudos relacionados os aspectos e a biologia floral, a

polinizacdo e fenologia reprodutiva do camucamu (Myrciaria dubia), foram
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desenvolvidos, o camu camu é uma espécie frutifera nativa do Brasil, tipica Amazonia,
se desenvolve nas margens de rios e lagos, mas esta sendo domesticada, com o

intuito de ser cultivada em terra firme.

Poucas espécies desta familia tém sido estudadas quanto ao sistema
reprodutivo. Sendo assim, € importante conhecer os mecanismos reprodutivos das
espécies de jabuticabeiras e como estes mecanismos se refletem na diferenciacéo
genética entre as diferentes espécies. O sistema reprodutivo da planta € resultante de

suas proprias caracteristicas e interacdo com o meio que vive (DAFINI et al., 2005).

O desenvolvimento das estruturas reprodutivas ocorre quando a planta esta em
periodo de repouso, a qualidade e quantidade consumidas e disponibilizadas durante o
consumo das reservas tem influéncia direta na fertilidade das gemas florais, durante
esse periodo ocorre a reducéo do crescimento vegetativo durante o periodo de floracao
(ROSA et al., 2014).

5.0 Extracdo de DNA em plantas

A Biologia molecular tém se tornado relevante em diversas areas devido ao seu
potencial de uso na caracterizacdo genética das espécies, para que a técnica
molecular ocorra o primeiro passo € por meio da extracdo de DNA, a qualidade do
material e o acondicionamento é fundamental para obter sucesso na extracdo, na
analise é observado a qualidade e integridade do DNA é um ponto importante para ter
sucesso nas proximas etapas. Outra etapa importante é o protocolo a ser usado, isso
ird depender da espécie e do tecido vegetal a ser utilizado (COSTA, et al., 2012). Os
ajustes de protocolo séo realizados para obter DNA de alta qualidade para as analises
moleculares e baixo custo durante a extragcao (DANNER, et al., 2011).

Com base no protocolo a ser utilizado a solucéo de extracdo variam de acordo com
0 protocolo, sendo que cada solugcdao deve conter um tampao para atuar como
estabilizador do pH, um sal para dissociar as proteinas, um detergente para solubilizar
as membranas e um agente inativante das DNAses cuja fungcédo é proteger o DNA
gendmico. Apos a obtencdo do material vegetal, torna-se necessario quantificar o DNA
para verificar a quantidade e a ocorréncia de degradagdo no mesmo, por meio da
leitura em espectrofotdbmetro e a analise comparativa em gel de agarose corado com
brometo de etidio, e assim ter confiabilidade nos resultados. (FRUEHWIRTH, 2015).
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CAPITULO 1

AVALIACAO BIOMETRICA DE CARACTERES MORFQLOGICOS REVELA
VARIABILIDADE GENETICA EM DUAS POPULACOES DE Myrciaria
caerulescens J.M.A.Braga, M.T.C.Lacerda & Stadnik (MYRTACEAE)
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AVALIACAO BIOMETR[CA DE CARACTERES MORFQLOGICOS REVELA
VARIABILIDADE GENETICA EM DUAS POPULACOES DE Myrciaria
caerulescens J.M.A.Braga, M.T.C.Lacerda & Stadnik (MYRTACEAE)

Autora: Marluce Santana de Oliveira
Orientadora: Dr2 Simone Alves Silva

RESUMO: Centro da maior diversidade genética vegetal, o Brasil possui restricao
guanto a sua distribuicdo. A jabuticabeira (Myrciaria caerulescens) pertence a familia
da Myrtaceae, é uma espécie endémica do Brasil, ocorrendo nos estados da Bahia e
Rio de Janeiro destaca-se como uma das familias com maior riqueza de espécies na
maioria das formacdes vegetacionais do Brasil. Mediante isto, o objetivo deste trabalho
foi estimar a variabilidade genética mediante avaliacdes biométricas de individuos de
M. caerulescens coletadas na localidade de Lagoa Real e Caetité, proximos a ferrovia
de integracdo leste-oeste (FIOL). Foram coletados dados de 20 gendtipos para cada
localidade totalizando em 40 unidades amostrais, sendo que cada genotipo foi
identificado e georreferenciado com o auxilio de um GPS. Os dados das variaveis
mensuradas em campo foram: altura da planta (cm) e diametro da copa (cm)
mensurada com o uso de uma fita métrica e o niumero de ramos as quantificacdes
foram realizadas a olho nu. Os graficos das estimativas do comportamento observado
das médias obtidas constatou que houve diferenca significativa entre os dados
coletados em campo para as variaveis, altura da planta, diametro da copa e nimero de
ramos. Ao comparar os dados das duas localidades, nota-se uma ampla diversidade
genética entre as populacbes de Lagoa Real (LR) para todas variaveis quando
comparadas a Caetité (CA), mesmo sendo individuos de uma mesma espécie. As
analises mostraram que os individuos coletados em CA e em LR pertencem a duas
populacfes diferentes. Portanto, os genoétipos dos acessos da localidade de Lagoa
Real obtiveram uma alta diversidade genética das trés variaveis estudadas, quando
comparadas ao de Caetité.

Palavras: Variabilidade Genética, Myrtaceae, populations.
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BIOMETRIC EVALUATION OF MORPHOLOGICAL CHARACTERS REVEALS
GENETIC VARIABILITY IN TWO POPULATIONS OF Myrciaria caerulescens J.M.A.
Braga, M.T.C. Lacerda & Stadnik (MYRTACEAE

Autora: Marluce Santana de Oliveira

Orientadora: Dr2 Simone Alves Silva

ABSTRACT: Center of the greatest plant genetic diversity, Brazil has restrictions in
terms of its distribution. The jabuticabeira (Myrciaria caerulescens) belongs to the
Myrtaceae family, is an endemic species in Brazil, occurring in the states of Bahia
and Rio de Janeiro and stands out as one of the families with the greatest species
richness in most vegetation formations in Brazil. Therefore, the objective of this
work was to estimate genetic variability through biometric evaluations of
individuals of M. caerulescens collected in the locality of Lagoa Real and Caétite,
close to the east-west integration railway (FIOL). Data from 20 genotypes were
collected for each location, totaling 40 sampling units, with each genotype
identified and georeferenced with the aid of a GPS. The data on the variables
measured in the field were: plant height (cm) and crown diameter (cm) measured
using a measuring tape and the number of branches, quantifications were carried
out with the naked eye. The graphs of the estimates of the observed behavior of
the obtained means showed that there was a significant difference between the
data collected in the field for the variables, plant height, crown diameter and
number of branches. When comparing data from the two locations, a wide genetic
diversity can be noted between the populations of Lagoa Real (LR) for all variables
when compared to Caétite (CA), even though they are individuals of the same
species. The analysis showed that the individuals collected in CA and LR belong
to two different populations. Therefore, the genotypes of the accessions from
Lagoa Real had a high genetic diversity of the three variables studied, when
compared to Caétite.

Words: Genetic diversity, Morphological analysis, Myrtaceae.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é o maior detentor de diversidade genética vegetal do mundo, porém,
sua vasta distribuicdo é amplamente desconhecida, onde se encontra pelos mais
diversos ecossistemas (GUERRA et al., 1998).

A jabuticabeira (M. guaquiea) é uma espécie endémica do Brasil, ocorrendo
nos estados da Bahia e Rio de Janeiro (BFG, 2018), pertence a familia Myrtaceae e ao
género Myrciaria. A familia Myrtaceae destaca-se como uma das familias com maior
riqueza de espécies na maioria das formacdes vegetacionais do Brasil (ROMAGNOLO;
SOUZA, 2004). Outra espécie que estd em estudo é a Myrciaria caerulescens
(Myrtaceae), originaria da regido Nordeste, mais precisamente na Chapada
Diamantina. Entretanto, pode ser encontrada nas regifes de Lagoa Real e Caetité
sendo encontrada em vegetacao de floresta, caatinga e cerrado (BRAGA et al., 2023).

As espécies de Myrciaria se distinguem das demais por possuirem lamina
foliar com é&pice cuspidado. A morfologia € semelhante a M. floribunda, diferenciando-
se pela pilosidade na face abaxial e auséncia de nervura intramarginal. Registros tém
sido feitos em trés Unidades de Conservacdo como a Area de Protecdo Ambiental do
Engenho Pequeno, o Parque Estadual da Serra da Tiririca e a Reserva Ecolégica de
Jacarepid. Durante Os meses de marco, abril, julho e novembro ocorrem o
florescimento e entre os meses de janeiro, outubro e novembro a presenca dos frutos.
Essa espécie é popularmente conhecida como guaquica e iba-cuica (CALDAS et al.,
2020). Suas folhas possuem algumas semelhancas com a verdadeira guaquiea
(Myrciaria guaquiea) por serem densamente pilosas na face inferior e com as bordas
voltadas para baixo. Mediante a isto, existe diferenca mais detalhada como as folhas
opostas cruzadas, lamina foliar jovem cOncava (vs. convexa), nervuras salientes na
face de cima etc (COELHO, 2017).

A M. guaquiea cresce normalmente em forma de arbusto ou varetas 0,5 - 3,5
metros de altura. Podendo encontrar plantas de 50-60 cm ja em processo de
frutificacdo. Espécie excelente para o cultivo em vasos com grande potencial
ornamental, devido a beleza de suas folhagens e frutos azulados, muito rusticos, deve
ser cultivada a pleno sol em substrato com boa drenagem (BRAGA et., 2023).

As folhas apresentam algumas semelhangas com a verdadeira guaquica (M.

guaquiea), por serem densamente pilosas na face inferior e por possuirem as bordas
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voltadas para baixo. Contudo, em uma analise mais detalhada, observaram-se
importantes diferencas como folhas opostas cruzadas, lamina foliar jovem céncava (vs.
convexa), nervuras salientes na face de cima etc (COELHO, 2017).

Quanto aos frutos a jabuticaba possui fruto globoso com 2,5 — 4,5 cm de
didmetro, casca com aspecto proximo do liso e coloracdo do azulado ao violaceo na
sua maturacdo, a polpa hialino-amarelado, levemente fibroso, aderido as sementes
(fresco), glanduloso com aspecto enrugado, presenca da polpa fibrosa visivel através
do pericarpo fino (seca); sementes 1 — 2, reniformes, ¢. 12 x 10 mm, com pelagem
membranacea, pilosa, muito apreciada pelos consumidores local devida o seu sabor
doce, podendo ser consumido natural, ou na utilizagao de sucos e geleias ( BRAGA et.,
2023).

As avaliagBes dos caracteres morfoldgicos e biométricos em plantas permitem
0 conhecimento da qualificacdo e diferenciacdo fisiolégica de diferentes espécies
vegetais (VIEIRA; GUSMAO, 2008). Essas avaliacbes fornecem informacdes para a
conservacdo e exploracdo dos recursos de valor econdémico, constituindo um
importante instrumento para detectar a variabilidade genética dentro de populacfes de
uma mesma espécie e as relacdes entre essa variabilidade e os fatores ambientais
(GUSMAQ; VIEIRA; FONSECA JUNIOR, 2000). Santos et al. (2008) também enfatiza
a importancia de avaliar os caracteres agronémicos, principalmente quando o foco é o
melhoramento genético, a formacdo de bancos de germoplasma, levando em
consideracao especialmente o objetivo do melhorista.

Durante esse trabalho, os estudos das espécies foram realizados in situ,
visando a conservacao no seu ambiente natural, buscando entender o desenvolvimento
das populacbes e suas caracteristicas especificas. Durante muitos anos as coletas
desta espécie em seu habitat natural sdo conservadas em herbarios (exsicatas), vém
sendo identificadas como Myrciaria uma espécie endémica do estado do Rio de
Janeiro. E provavel que a guaquica-azul (nativa do Nordeste) seja uma nova espécie,
ainda sem classificagdo cientifica (BFG, 2018).

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi estimar a variabilidade
genética mediante avaliagbes biométricas de individuos de M. caerulescens coletadas
na localidade de Lagoa Real e Caetité, proximos a ferrovia de integracdo leste-oeste
(FIOL).

2. MATERIAL E METODOS
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A coleta dos materiais foi realizada em dois locais distintos no estado da Bahia,
no municipio de Caetité (14°3'17’s e 42°2828”w) com 825 metros de altitude e no
municipio de Lagoa Real (14°1°'56”s e 42°8’27’w), situado a 524 metros de altitude.
Nesses municipios passara a linha da ferrovia de integracéo oeste leste.

Foram coletados dados de 20 gendtipos para cada localidade totalizando 40
unidades amostrais, devidamente identificados, fotografados e georreferenciados com
o auxilio de um Sistema de Posicionamento Global (GPS). As plantas de jabuticabeiras
pertencem a propriedades rurais, todas nascidas espontaneamente em areas de
campo de pastagem, as mesmas nao receberam qualquer tipo de adubacdo na regiao
em estudo. O bioma predominante dos municipios em estudo é Caatinga e Cerrado,
com a presenca de plantas com espinhos como os cactos e as bromélias, plantas de
pequeno porte em forma de arbustos e desenvolvimento em rochas. As variaveis
mensuradas foram: altura da planta (cm) e didmetro da copa (cm) mensurada com o

uso de uma fita métrica e o nimero de ramos (Tabela 1).

Analise estatistica

As médias das variaveis das populacdes foram comparadas pelo teste t utilizando
0 pacote ggpubr (KASSAMBARA, 2018). Foi realizada uma andlise de componentes
principais (PCA) empregando o pacote Factoextra (Kassambara; Mundt, 2020).
Também foi construido um dendrograma com mapa de calor para verificar empregando
0 pacote circlize (Gu et al., 2014). Todas as analises foram realizadas com auxilio do
software R (R CORE TEAM, 2023).
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Tabela 1. Localizagdo dos genétipos de jabuticabeira (Myrciaria caerulescens) avaliados nos municipios de Lagoa Real e

Caetité-Ba, no periodo de 08/03/2021 a 09/03/2021.

é;ener Famili Coletores Latitude Longitude Alti N° do A La Numero de Ramos
Ne a tud Ponto It rg
e do u ur
GPS r a
a da
d Pla
a nta
Pl
a
nt
a
Myrcia Myrtac M.S. De Olivelra, E.H.Souza, H.C.P.Moura, 13°56'38,3 042°18'2 1,83 3
g ga C.M.Costa 'S "W
Myrc Myrta M.S. De Oliveira, E.H.Souza, 13°56',3 042°18'2 4,80 6
iaria ceae H.C.P.Moura, C.M.Costa 8.4 2v3
'S
Myrc Myrta M.S. De Oliveira, E.H.Souza, 13°56'42,5 042°18'2 1,42 2
iari a ceae H.C.P.Moura, C.M.Costa RS 9,2
Myrc Myrta M.S. De Oliveira, E.H.Souza, 13°56'42,9 042°18'2 1,15 1
iari a ceae H.C.P.Moura, C.M.Costa 'S 9,5
"W
Myrc Myrta M.S. De Oliveira, E.H.Souza, 13°56'38,2" 042°18'3 1,86 9
iari a ceae H.C.P.Moura, C.M.Costa S 4,2
Myrc Myrta M.S. De Oliveira, E.H.Souza, 13°56'37,0 042°18'3 1,20 2
iaria ceae H.C.P.Moura, C.M.Costa 'S 7,7
"W
Myrc Myrta M.S De.Oliveira, E.H.Souza, 13°56'42,0 042°18'3 3,20 3
iari a ceae H.C.P.Moura, C.M.Costa "S 6,7
W
Myrc Myrta M.S. De Oliveira, E.H.Souza, 13°56'37,0 042°18'4 2,0 2
iaria ceae H.C.P.Moura, C.M.Costa 'S 05
oy
Myrc Myrta M.S. De Oliveira, E.H.Souza, 13°57'14,5 042°18'4 2,40 3
iari a ceae H.C.P.Moura, C.M.Costa 'S 7,4
W
Myrc Myrta M.S. De Oliveira, E.H.Souza, 13°57'14,4" 042°18'4 2,20 3
iaria ceae H.C.P.Moura, C.M.Costa S 7,2
"y
Myrc Myrta M.S. De De Oliveira, E.H.Souza, H.C.P.Moura, 13°57'12,1 042°18'4 2,0 1
iari a ceae C.M.Costa 'S 4,1
W
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve diferenca significativa entre as médias das populacdes para as variaveis,
altura da planta, diametro da copa e numero de ramos. Ao comparar as duas
localidades nota-se uma ampla variabilidade genética entre as populacdes de Lagoa
Real (LR) para todas variaveis quando comparadas a Caetité (CA), mesmo sendo
individuos de uma mesma espécie, mas isolados geograficamente. As analises
mostraram que os individuos coletados em CA e em LR pertencem a duas populacdes
diferentes.

A Figura 1 apresenta os dados descritivos das populacfes na forma de grafico
boxplot, apresentando a mediana, representada por um traco dentro da “caixa”;
representada pelos limites inferior e superior da caixa e os limites inferior e superior da
haste (NETO et al., 2017). Além disso, a representacdo de cada média do boxplot &
representada por um ponto preto.

Para as caracteristicas morfologicas, houve efeito significativo para a variavel
altura da planta, diametro da copa e numero de ramos para a populacdo de LR,
resultando em maior média para populacdo geral, indicando ampla variabilidade
genética. Ao comparar com a localidade de CA, observa-se que as médias obtidas
foram menores para altura e diametro do caule, e alcancou melhor resultado apenas
para o numero de ramos. Prodan et al. (1997), ao estudar o crescimento de espécies
florestais, analisou que o parametro para aumento de dimensfes de individuos é
relativo ao periodo de tempo, as dimens@es podem ser o diametro, a estatura, o
volume, a biomassa etc. Os processos que orientam para adaptacdo sao responsaveis
pelo desenvolvimento das espécies, e pelas condicbes ambientais que compreendem,
os fatores climéaticos, edéficos, topograficos e de competicdo (LAMPRECHT, 1990).
Em relacdo ao diametro da copa, Nuto et al. (2001) mencionam que a principal fonte de
energia de uma arvore € a luz do sol, é transformada pelo processo de fotossintese em
energia quimica, sendo a copa o 6rgdo responsavel por esse processo, portanto esta

diretamente relacionado com o crescimento de uma arvore.
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Figura 1. Graficos de distribuicdo por Box-plot para M. caerulescens coletadas
em Caetité e Lagoa Real, Bahia, Brasil) para as variaveis de altura da planta,
didmetro da copa e nimero de ramos. Médias das popula¢des comparadas pelo
teste t a 5% de probabilidade (p < 0,05).

Houve distancia genética entre as populacdes estudadas através do
dendrograma possibilitou a visualizacdo de agrupamentos mais similares (Figura 2),
analisar a variabilidade genética dentro das popula¢des foi possivel observar que na
localidade de Caetité (CA) ocorreu a formacgéo de trés grupos dos quais o grupo 1 foi
composto pelos individuos CA 16, CA 9, CA 17, CA 14, CA 13 e CA12, o grupo 2 CA
18, CA 3, CA 7, CA 20, CA 8, CA10 e CA11 e o grupo 3 pelos individuos CA15, CAL,
CA5, CA6, CA4, CA2 e CA 19, dos quais apresentou semelhanca entre a média de
cada variavel mensurada, dentre elas foram avaliadas: altura da planta, Diametro do
Caule e Numero de Ramos é um indicativo do comportamento do conjunto de
individuos estudados.

Quando analisada as varidveis da localidade de Lagoa Real (LR), notou-se
terem maior distancia genética para cada variavel, ocorrendo grande diferenca, o que
demonstra uma alta variabilidade genética, ocorrendo a formacdo de um grupo a
menos quando comparado ao anterior, apenas 2 grupos, grupo 1 foram compostos por
9 individuos, o qual se destacou por ser o grupo com maior variabilidade genética,
sendo eles: LR17, LR10, LR9, LR1, LR18, LR20, LR14, LR5 e LR2. Para a variavel
altura o individuo que mais se destacou com maior meédia foi apenas o LR2,
acompanhado de menor média os individuos LR17, LR10, LR9, LR1, LR18, LR20,
LR14, LR5.

Em relacdo ao didmetro da copa, as melhores médias obtidas foram resultantes
dos individuos LR9, LR2 seguidas de LR17, LR10 atribuindo as menores médias LR20,
LR6, e LR4 acompanhadas de LR1, LR18, LR20, LR14, LR5. Ja para o variavel

numero de ramos os individuos que resultaram em maiores médias foram LR18, LR14,
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LR5 e LR2.

Quando comparado a formacdo do grupo 2 ao grupo 2, obteve um maior
namero de individuos presentes, totalizando 11 individuos, LR12, LR7, LR19, LRS,
LR11, LR15, LR16, LR6, LR3, LR4 e LR13. Entretanto, esse grupo se destacou por ter
na variavel altura as melhores médias para a maioria dos individuos abrangendo os
seguintes: LR12, LR19, LR8, LR11, LR4 e LR13, resultaram menores médios LR7,
LR715, LR16, LR6 e LR3. .

Para a variavel obtida no didmetro do caule LR12, LR7, LR19 e LR15 foram
os individuos que mais se distanciaram dos demais com melhores médias. Em relacdo
ao numero de ramos, os individuos resultaram em similaridade dentro do grupo, nédo se
diferenciando dos demais. Portanto, os gendtipos dos acessos da localidade de Lagoa
Real obtiveram uma alta variabilidade genética das trés variaveis estudadas, quando
comparadas ao de Caetité. Desta forma, a variabilidade observada entre as duas
localidades, pode estar relacionada a ancestralidade da populacdo, ou, por meio da
acao antrépica no ambiente. De acordo com Glessler et al., (2006), as aves sdo 0s
principais dispersores das espécies de Myrtaceae, porém, neste mesmo estudo, 0s

macacos e outros mamiferos carnivoros foram apontados como dispersores de

sementes de jabuticabeira (M. caerulescens.).
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Figura 2- Determinacdo da estrutura das populacbes de M. caerulescens com base nas andlises em
dendrograma UPGMA baseado distancia genética de Nei (NEI et al.,, 1983), com base em trés
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caracteristicas morfologicas.

A andlise dos Componentes Principais (PCA) foi empregada para visualizar a
disperséo grafica dos individuos (Figura 3) e comprovou alguns grupos formados pela
analise de agrupamento. Nesse modelo de agrupamento foram formados cinco grupos,
onde se destacam subgrupos, promovendo uma maior diferenciacdo dos individuos
com base nas avaliacdes morfolégicas.

Houve a interacdo de alguns gendtipos para as variaveis de LR, como houve o
distanciamento entre eles. Fica evidenciado que a populacdo de Caetité esta
fortemente correlacionada entre si em funcdo das variaveis obtidas, sendo
independentes da populacdo de Caetité. Entretando houve forte correlagdo entre o
grupo das populacdes de LR, sendo que as caracteristicas altura da planta, diametro
da copa e numero de ramos, foram essenciais para que contribuissem na
discriminagdo desta populagdo. De acordo com Shimizu et al. (2000), o grau de
variabilidade genética e o padrdo da distribuicdo entre e dentro de populacdes séo
acarretados pelo tipo de habitat e pela localizacdo geografica. Danner et al. (2011) ao
analisar valor médio de 7,0 g em jabuticabeiras provenientes do sudoeste do Parana,
observaram que a variabilidade pode ser relacionada ao ambiente e solo em que as
plantas avaliadas ocorrem, além de fatores genéticos que certamente estao envolvidos,

considerando as variacdes observadas em cada um dos municipios estudados.
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Figura 3. Dispersao grafica de valores de altura, diAmetro do caule e nimero de ramos, para 40
individuos de duas populacdes de M. caerulescens.

M. caerulescens € uma espécie nova, recentemente descrita (BRAGA et
al., 2013). Sua provavel origem é a Myrciaria guaquiea. Enquanto M. guaquiea
tem origem no Estado do Rio de Janeiro e possuem frutos amarelos, M.
caerulescens tem origem no nordeste brasileiro, mais especificamente na
Chapada Diamantina e possui frutos azuis violdceos (Figura 4- B). A coloragéo do
fruto foi o que originou o sufixo caerulescens.

Figura 4. Myrciaria caerulescens ocorrentes em um transecto da ferrovia de
integracdo oeste-leste, em area de zona de transi¢cdo entre cerrado e caatinga. A-
Arbusto de 2,3 metros situado em Lagoa Real/Ba. B- Frutos maduros coletados em
Lagoa Real/Ba. C- Arbusto de 1,8 metros situado em Lagoa Real/Ba. D - Botbes
florais no periodo de marc¢o a abril coletados de plantas em Lagoa Real/Ba.

4. CONCLUSOES

As analises permitiram inferir de acordo com o0s caracteres
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avaliados que os individuos coletados em Caetité e Lagoa Real
pertencem a duas populacdes diferentes.

Existe variabilidade genética entre as populacdes e dentro das
populacdes de M. caerulescens avaliadas em dois transectos dos

municipios Caetité e Lagoa Real.
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CAPITULO 2

PROTOCOLO DE EXTRACAO DE DNA de Myrciaria caerulescens J.M.A.

Braga, M.T.C. Lacerda & Stadnik (Myrtaceae): NOVA ESPECIE DE
FRUTIFERA OCORRENTE EM UM TRANSECTO DA FERROVIA DE
INTEGRACAO OESTE-LESTE
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PROTOCOLO DE EXTRACAO DE DNA de Myrciaria caerulescens J.M.A.
Braga, M.T.C. Lacerda & Stadnik (Myrtaceae): NOVA ESPECIE DE
FRUTIFERA OCORRENTE EM UM TRANSECTO DA FERROVIA DE
INTEGRACAO OESTE-LESTE

Autora: Marluce Santana de Oliveira
Orientadora: Dr2 Simone Alves Silva

RESUMO: A biodiversidade genética no Brasil € um dos mais importantes em
espécies vegetais no mundo. Compreendendo cerca de 60 mil espécies, entre
elas estdo 500 espécies de frutiferas nativas de valor econémico e para usos
futuros, sdo encontradas no bioma Mata Atlantica, e devido ao alto nivel de
endemismo e a reducdo de area, fazem com que seja considerado como um dos
35 hotspots de biodiversidade do planeta. Estudos desenvolvidos com a familia
da Myrtaceae foram realizados com base em estudos moleculares em populacdes
naturais para analisar e verificar a variabilidade genética entre as espécies com
base no modo de reproducdo e estrutura genética. A partir desses esses estudos,
bases importantes foram utilizadas para auxiliar na conservacéo de germoplasma,
selecdo, melhoramento genético e manejo dessas espécies. O objetivo deste
trabalho foi realizar a padronizacdo do protocolo para extracdo de DNA total de
Myrciaria caerulescens nos municipios de Caetité e Lagoa Real na Bahia. Foram
coletadas folhas jovens colocadas em papel aluminio armazenados em gelo,
papel aluminio com silica e silica no tubo de ensaio de 50 mL em seguida
receberam uma identificacao alfanumérica. Posteriormente todo o material vegetal
foi levado para o Laboratério de Nucleo de Melhoramento Genético e
Biotecnologia da UFRB, onde foi retirada toda silica das amostras e em seguida
foram acondicionados em ultra freezer com temperatura de -80°C até a sua
utilizacdo. Para extracdo de DNA gendmico dos individuos coletados em campo,
para os trés métodos de coleta e extracdo das 40 amostras foram testados trés
protocolos no total para cada método. Os protocolos utilizados foram Lodhi
(1994), modificado por Pereira (2005), Doyle e Doyle (1987) e Murray e Tompsom
(1980). Para a trituracdo do material vegetal foi utilizado nitrogénio liquido,
contribuindo nos resultados dos dados na qualidade e quantidade de DNA
extraido de M. caerulescens. O isolamento do DNA das amostras obtidas
influenciou na sua qualidade e quantidade avaliada de acordo com os métodos de
coleta do material vegetal e os protocolos testados. O método de coleta utilizando
silica gel dentro do tubo de ensaio permitiu obter maior quantidade de DNA total
em comparacdo aos demais métodos. O protocolo que obteve melhor resultado
na visualizacdo das bandas de DNA total, a metodologia descrito em Lodhi
(1994), modificado por Pereira (2005), gerou melhor qualidade e maior
concentragdo de DNA extraido, coletado no método de tubo de ensaio com silica,
com a maior presenca de bandas, seguindo do método de coleta em papel
aluminio com silica para as duas localidades. A partir desses resultados foi
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possivel perceber que protocolos com base em CTAB foram eficientes para
extrair o DNA, corroborando com os dados da literatura de que esse de fato € um
método eficiente para espécies vegetais Entretanto um fator determinante foi o
aumento na quantidade de NaCl(0,5 a 5M) pois possibilitou a quantificacdo das
bandas de DNA no gel de agarose e contribui com ions positivos que neutralizam
a carga negativa do grupo fosfato do DNA.

Palavras- chaves: Coleta, Quantificacao, silica gel.
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DNA EXTRACTION PROTOCOL from Myrciaria caerulescens J.M.A. Braga,
M.T.C. Lacerda & Stadnik (Myrtaceae): NEW SPECIES OF FRUIT OCCURRING
IN A TRANSECT OF THE WEST-EAST INTEGRATION RAILWAY

Autora: Marluce Santana de Oliveira
Orientadora: Dr2 Simone Alves Silva

ABSTRACT: Genetic biodiversity in Brazil is one of the most important in plant
species in the world. Comprising around 60 thousand species, including 500 species
of native fruit trees of economic value and for future uses, they are found in the
Atlantic Forest biome, and due to the high level of endemism and the reduction in
area, they make it considered as a of the planet's 35 biodiversity hotspots. Studies
developed with the Myrtaceae family were carried out based on molecular studies in
natural populations to analyze the genetic variability between species based on the
mode of reproduction and genetic structure. From these studies, important bases
were used to assist in the conservation of germplasm, selection, genetic
improvement and management of these species. The objective of this work was to
standardize the protocol for extracting total DNA from Myrciaria caerulescens in the
municipalities of Caetité and Lagoa Real in Bahia. Young leaves were collected and
placed in aluminum foil stored on ice, aluminum foil with silica and silica in a 50 mL
test tube and then received an alphanumeric identification. Subsequently, all plant
material was taken to the Genetic Improvement and Biotechnology Center Laboratory
at UFRB, where all silica was removed from the samples and then stored in an
ultrafreezer at a temperature of -80°C until use. To extract genomic DNA from
individuals collected in the field, for the three collection and extraction methods of the
40 samples, three protocols were tested in total for each method. The protocols used
were Lodhi (1994), modified by Pereira (2005), Doyle and Doyle (1987) and Murray
and Tompsom (1980). Liquid nitrogen was used to crush the plant material,
contributing to the data results in the quality and quantity of DNA extracted from M.
caerulescens. The isolation of DNA from the samples obtained influenced their
quality and quantity evaluated according to the methods of collecting the plant
material and the protocols tested. The collection method using silica gel inside the
test tube allowed obtaining a greater amount of total DNA compared to other
methods. The protocol that obtained the best result in visualizing the total DNA
bands, the methodology described in Lodhi (1994), modified by Pereira (2005),
generated better quality and higher concentration of extracted DNA, collected in the
test tube method with silica, with the greatest presence of bands, following the
collection method in aluminum foil with silica for both locations. From these results it
was possible to see that protocols based on CTAB were efficient to extract DNA,
corroborating literature data that this is in fact an efficient method for plant species.
However, a determining factor was the increase in the amount of NaCl, (0.5 to 5M) as
it enabled the quantification of DNA bands in the agarose gel and contributes positive
ions that neutralize the negative charge of the phosphate group of DNA.
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1. INTRODUCAO

Atraente pela sua rica biodiversidade, o Brasil é considerado um dos mais
importantes poélos de diversidade genética de espécies vegetais do mundo, com cerca
de 60 mil espécies, entre elas estdo incluidas 500 espécies frutiferas nativas com valor
econdmico para usos futuros, encontradas no bioma Mata Atlantica com alto nivel de
endemismo, abrangendo um dos 35 hotspots de biodiversidade do planeta
(MITTERMEIER et al., 2011).

Entre as fruteiras nativas, as representantes da familia Myrtaceae tém destaque.
No Brasil, a familia abrange 23 géneros e cerca de 1.000 espécies (SOBRAL et al.,
2015). No Nordeste € uma das familias de grande relevancia, mas economicamente,
englobando apenas quatro frutiferas (Eugenia, Acca, Myrciaria e Psidium), colocando
em oitava posicao a diversidade. No ano de 2015 no estado de Alagoas registros foram
realizados a fim de catalogar as espécies da familia da angiosperma, totalizando assim
1.800, das quais 11 eram espécies endémicas (BFG, 2015). (SOBRAL; PROENCA,
2006). De acordo com McVaugh (1968), quanto a sua taxonomia, as espécies sao
consideradas complexas, assemelhando-se na maioria dos caracteres morfolégicos.
A espécie em estudo Myrciaria caerulescens, recém-descrita (BRAGA et al.,
2023) sua morfologia € semelhante a M. Guaquiea e a espécie tem uma Extenséo de
Ocorréncia de 7.800 km? que é dentro do limite para a categoria Vulneravel. A
ocorréncia dessa espécie é em apenas em 10 locais, considerada assim a M.
caerulescens avaliada como Vulneravel (IUCN, 2012). Esta espécie morfologicamente
estd sendo descrita por possuir novo taxon juntamente com notas sobre sua
taxonomia, além de sua distribuicdo e conservacdo da Myrciaria guaquiea (BRAGA et
al.,, 2023). Em virtude disso, estudos e conhecimento basicos da espécie sao
importantes para conservacado do germoplasma, evitar erosdo genética além de avaliar
seu potencial agroindustrial, econémico e nutracéutico.

Em trabalhos moleculares, a extracdo de DNA € um dos mais importantes
meios para as realizacdes de analises, principalmente em plantas. Todo o processo
requer um padréo de extracdo devido ao fato que muitas espécies quando submetidas
ao processo padrdo de extracdo, retém muitos contaminantes podendo interferir no

resultado do DNA, dentre eles estédo presentes o: polissacarideos (LODHI, 1994,
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MURAY, 1980), taninos, polifenéis (POREBSKI, 1997), alcaloides, flavonoides e
terpenos (KHANUJA, 1999). Além da qualidade, podendo ocorrer a degradacdo do
DNA, e na diluicdo das amostras durante a extracao.

A extracdo de DNA de plantas envolve a lise das células vegetais por meio do
tratamento com detergente e posterior separacéo e precipitacdo do DNA. A preparacao
do DNA das plantas pela técnica de centrifugacdo em gradiente de cloreto de césio
produz DNA de alta pureza. Outro protocolo que tem sido largamente utilizado por sua
facilidade e rapidez é aquele que usa o detergente CTAB (brometo de
cetiltrimetilaménio), que libera o DNA celular e se complexa a ele. Posteriormente, 0
DNA é separado por meio do tratamento com isopropanol e etanol.

A padronizacdo de técnicas de extracdo é importante, pois muitas vezes 0s
procedimentos padrdo ndo se aplicam adequadamente a todas as espécies e um
protocolo direcionado para determinado grupo pode facilitar e acelerar as pesquisas e
estudos. Para trabalhos de diversidade genética, além de um protocolo de extracao de
DNA, é exigido um grande numero de individuos, necessitando de métodos confiaveis
de armazenamento do material vegetal. Sempre que possivel é indicado o uso de
material fresco, entretanto, em trabalhos com popula¢des nativas as amostras podem
estar distante dos centros de pesquisa, levando por vezes tempo consideravel de
transporte.

O objetivo deste trabalho foi realizar a padronizacdo de um protocolo para
extracdo de DNA total e métodos de coleta de Myrciaria caerulescens coletadas nos

municipios de Caetité e Lagoa Real na Bahia.

2. MATERIAIS E METODOS

A coleta dos materiais foi realizada em dois locais distintos na Bahia, nas
cidades de Caetité (14°3'17”’s e 42°28’28”w) e Lagoa Real (14°1'56”s e 42°8'27"w),
municipios por onde passara a ferrovia de integracdo oeste leste. Foram coletadas 20
plantas em cada local, sendo que cada individuo foi identificado e georreferenciado
(Tabela 1).

Foram coletadas folhas jovens colocadas em papel aluminio armazenados em

gelo, papel aluminio com silica e silica no tubo de ensaio de 50 mL em seguida

55



receberam uma identificacdo alfanumérica. Posteriormente, todo o material vegetal foi
levado para o Laboratério de Nucleo de Melhoramento Genético e Biotecnologia da
UFRB, onde foi retirada toda silica das amostras e em seguida foram acondicionados
em ultra freezer com temperatura de -80°C até a sua utilizac&o.

Para cada método de coleta foram testados trés métodos de extracdo de DNA, com
a finalidade de observar e definir qual o melhor método de coleta e o melhor método de

extracao.
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Tabela 1. Localizacéo dos individuos de Myrciaria caerulescens avaliados nos municipios de Lagoa Real e Caetité-Ba, no
periodo de 08/03/2021 & 09/03/2021.

Gener Famih Coletores Latitude Longitude AltituNe do A La Numero de
N o © a Ponto It rg Ramos
do u ur
GPS r a
a da
d Pla
a nta
Pl
a
nt
A
Myrcia Myrtac M.S. De Olivelra, E.H.Souza, H.C.P.Moura, 13°56'38,3 042°18'2 1,83 3
gl ga C.M.Costa "S "y
Myrc Myrta M.S. De Oliveira, E.H.Souza, 13°56',3 042°18'2 4,80 6
iaria ceae H.C.P.Moura, C.M.Costa 8.4 ZVZ
)
Myrc Myrta M.S. De Oliveira, E.H.Souza, 13°56'42,5 042°18'2 1,42 2
iari a ceae H.C.P.Moura, C.M.Costa &S 9,2
Myrc Myrta M.S. De Oliveira, E.H.Souza, 13°56'42,9 042°18'2 1,15 1
iari a ceae H.C.P.Moura, C.M.Costa "S 9,5
"W
Myrc Myrta M.S. De Oliveira, E.H.Souza, 13°56'38,2" 042°18'3 1,86 9
iari a ceae H.C.P.Moura, C.M.Costa S 42
w
Myrc Myrta M.S. De Oliveira, E.H.Souza, 13°56'37,0 042°18'3 1,20 2
iaria ceae H.C.P.Moura, C.M.Costa 'S 7,7
"W
Myrc Myrta M.S De.Oliveira, E.H.Souza, 13°56'42,0 042°18'3 3,20 3
iari a ceae H.C.P.Moura, C.M.Costa "S 67
W
Myrc Myrta M.S. De Oliveira, E.H.Souza, 13°56'37,0 042°18'4 2,0 2
iaria ceae H.C.P.Moura, C.M.Costa "S 05
"y
Myrc Myrta M.S. De Oliveira, E.H.Souza, 13°57'14,5 042°18'4 2,40 3
iari a ceae H.C.P.Moura, C.M.Costa 'S 7,4
W
Myrc Myrta M.S. De Oliveira, E.H.Souza, 13°57'14,4" 042°18'4 2,20 3
iaria ceae H.C.P.Moura, C.M.Costa S 7,2
"y
Myrc Myrta M.S. De De Oliveira, E.H.Souza, H.C.P.Moura, 13°57'12,1 042°18'4 2,0 1
iari a ceae C.M.Costa 'S 41
Myrc Myrta M.S. De Oliveira, E.H.Souza, 13°57'10,8 042°18'4 3,0 3
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iaria ceae H.C.P.Moura, C.M.Costa "S 41
W

Myrc Myrta M.S. De Oliveira, E.H.Souza, 13°57'10,4 042°18'4 1,50 1
iari a ceae H.C.P.Moura, C.M.Costa 'S 4,4
Myrc Myrta M.S. De Oliveira, E.H.Souza, 13°57'10,2 042°18'4 1,60 5
iaria ceae H.C.P.Moura, C.M.Costa 'S 43
"W
Myrc Myrta M.S. De Oliveira, E.H.Souza, 13°57'10,1" 042°18'4 2,30 1
iari a ceae H.C.P.Moura, C.M.Costa S 3,8
Myrc Myrta M.S. De Oliveira, E.H.Souza, 13°57'09,9 042°18'4 1,40 2
iaria ceae H.C.P.Moura, C.M.Costa 'S 3,7
"W
Myrc Myrta M.S. De Oliveira, E.H.Souza, 13°57'10,0 042°18'4 2,20 &
iari a ceae H.C.P.Moura, C.M.Costa "S 3,2
W
Myrc Myrta M.S. De Oliveira, E.H.Souza, 13°57'09,8 042°18'4 1,40 4
iaria ceae H.C.P.Moura, C.M.Costa 'S 35
"W
Myrc Myrta M.S. De Oliveira, E.H.Souza, 13°57'11,3 042°18'4 2,80 1
iari a ceae H.C.P.Moura, C.M.Costa "S 2,8
W
Myrc Myrta M.S. De Oliveira, E.H.Souza, 13°57'10,9 042°18'4 1,25 2
iaria ceae H.C.P.Moura, C.M.Costa "S 2,8
"W
Myrc Myrta M.S. De Oliveira, E.H.Souza, 14°01'20,4 042°22'3 0,60 1
iari a ceae H.C.P.Moura, C.M.Costa 'S 85
W
Myrc Myrta M.S. De Oliveira, E.H.Souza, 14°01'20,4 042°22'3 0,60 1
iari a ceae H.C.P.Moura, C.M.Costa "S 85
Myrcia Myrta M.S. De Oliveira, E.H.Souza, H.C.P.Moura, 14°01'22,6 042%2'37, 1,20 1
ri cea "S 6
aeC.M.C_Zos_ta o "w 14°02'28,7 "S042°22'42,5
24MyrciariMyrtaceaM.S. De Oliveira, E.H.Souza, H.C.P.Moura, * 427 1,800,70 1
a e C.M.Costa . . oW
25MyrciariMyrtacea ae M.S. De Oliveira, E.H.Souza, H.C.P.Moura, 14°0246,9"S  042°22'37,3 * 428 1,751,10 3
C.M.Costa W
26 Myrciari yrtacea Mé P&Oliveira, E.H.Souza, 14°02'46,7 'S 042°22'37,4 * 429 1,65
a e .C.P.Moura, "y 0,60 1
C.M.Costa
27MyidiriMsirtacea ae M.S. De Oliveira, E.H.Souza, H.C.P.Moura, 14°02'46,6 "S 042°22'37,5 * 432 1,201,15 2
C.M.Costa w
Myrtacea e M.S. De Oliveira, E.H.Souza, 14°02'45,2"S 042°22'39,0 * 433 1,0
H.C.P.Moura, C.M.Costa "W 1,60 1
30MyMigriMiireacea ae M.S. De Oliveira, E.H.Souza, H.C.P.Moura, 14°02'453"S  042°2239,1 H.X.P.Moura38.M.Cos®500,70 1
C.M.Costa o

Myrtacea e M.S. De Oliveira, E.H.Souza, 14°02'48,3"S  042°22'39,5



31MyidigriMsireacea ae

33MyidigriMsireacea ae

38Myrdidyitigriacea ae

37MyrciariMyrtacea ae

38  Myrciaria

30MyidigriMsireacea ae

* 435 1,10

M.S. De Oliveira, E.H.Souza, H.C.P.Moura,
C.M.Costa

Myrtacea e

M.S. De Oliveira, E.H.Souza, H.C.P.Moura,
C.M.Costa

Myrtacea e

M.S. De Oliveira, E.H.Souza, H.C.P.Moura,
C.M.Costa

Myrtacea e

M.S. De Oliveira, E.H.Souza, H.C.P.Moura,
C.M.Costa

Myrtacea e

M.S. De Oliveira, E.H.Souza, H.C.P.Moura,
C.M.Costa

Myrtacea e

1,15 3

14°02'51,5"S 042°22'36,3
"

M.S. De Oliveira, E.H.Souza,

H.C.P.Moura, C.M.Costa

14°02'54,8"S  042°22'32,1
"W
M.S. De Oliveira, E.H.Souza,

H.C.P.Moura, C.M.Costa

14°02'54,6"S 042°22'31,1

W
M.S. De Oliveira, E.H.Souza,

H.C.P.Moura, C.M.Costa
14°02'54,6"S 042°22'29,9
"y

M.S. De Oliveira, E.H.Souza,
H.C.P.Moura, C.M.Costa

14°02'54,6"S 042°22'29,4
"y

M.S. De Oliveira, E.H.Souza,

H.C.P.Moura, C.M.Costa

14°02'54,3 "S

* 436

14°02'54,7"S

437
14°02'54,6"S

*

437

14°02'54,4"S

* 437

14°02'54,5"S

0,80 1,0
042°22'33,8
"W

1,0 0,60

042°22'31,9
"W

1,400,70
042°22'29,9

W
0,60 1,0

042°22'29,5
"
1,951,50

042°22'35,9
"w

* 436
0,40

* 436
0,60

* 437
0,60
1

* 437
1,20

* 438

0,90

0,55

0,85

0,60

1,35

1,20
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2.1 Otimizacao da extracdo do DNA:

Para extracdo de DNA gendmico dos individuos coletados em campo, para 0s trés
métodos de coleta e extracdo das 40 amostras foram testados trés protocolos no total
para cada método de coleta. As folhas foram lavadas com &gua destilada e secas em
papel toalha. Os protocolos utilizados estdo descritos em estudos cientificos, sendo
eles Lodhi (1994), modificado por Pereira (2005), Doyle; Doyle (1987) e Murray;
Tompsom (1980) a fim de definir o melhor protocolo para a extracdo da espécie,
descrito a seguir:

Metodologia de Lodhi (1994), modificada por Pereira (2005), nas modificacdes
foram incluidas a adi¢&o de polivinilpirrolidona, NaCl 5 M e RNAse no processo e a
fase da centrifuga refrigerada, acarretando em um método mais cara e demorada. A
técnica foi iniciada macerando aproximadamente 0,1 g de folhas jovens com o auxilio
de um cadinho e pistilo em presenca de nitrogénio liquido. Em seguida as amostras ja
maceradas foram transferidas para microtubos de 2mL, onde foi adicionado o tampéo
de extracdo (1,4 M NaCl; 100 Mm Tris-HCI ph 8,0; 20Mm EDTA pH 8,0; 1%
polivinilpirrolidona MVV 10.000, 2% CTAB e 0,4% [3- mercaptoetanol), invertendo-se os
tubos ocasionalmente, para melhor homogeneizacdo. Apos incubacdo em banho-maria
a 60 °C por 25 minutos e homogeneizando das amostras ocorreram suavemente por
inversao durante 5 minutos, em seguida foi retirada as amostras e deixou resfriamento
até atingir a temperatura ambiente e recebeu o volume de 1 mL de cloroférmio/alcool
isoamilico (24:1). ApoOs esta etapa, a centrifugacdo foi realizada a temperatura
ambiente com velocidade de 10621 xg por 15 minutos. A fase aquosa superior, ou seja,
0 sobrenadante foi transferido para novos microtubos devidamente identificados de 2,0
mL com o auxilio de uma ponteira. Na sequéncia, adicionou-se 0,5 volume de NaCl 5M
e 2 volumes de etanol gelado. No periodo de 20 minutos a solucao foi acondicionada a
—80° C, para total precipitacdo do DNA e depois centrifugada a 4,460 xg por 5 minutos
e em seguida centrifugado a 10,621 xg por mais 5 minutos a 4° C para formacao do
“pellet” (precipitado). Posteriormente, foi descartado o sobrenadante, o precipitado foi
lavado com etanol 70% (quantidade suficiente para cobrir o “pellet”), centrifugando a
10,621 xg por 5 minutos a 4° C. O etanol foi removido e deixou o “pellet” de DNA secairr,
deixando os tubos invertidos por 20 minutos. Em seguida, o precipitado foi dissolvido
em 100 pL de solucéo de TE (Tris 10 mM, EDTA 1mM, pH 8,0), colocando-se 10 uL de

60



RNAse a concentracdao de 10 mg/ml-1 e incubado a 37° C por 30 minutos. Por fim, o
DNA extraido foi armazenado em freezer a temperatura de -20 °C.

O método do detergente CTAB (brometo de cetiltrimetilamonio) Doyle e Doyle
(1987) com modificacbes foram selecionadas as folhas jovens e saudaveis, evitando
areas atacadas por pragas e doencas. As folhas foram lavadas com agua corrente, em
seguida secas em papel toalha. Foram maceradas 300 mg do tecido vegetal em
almofariz na presenca de nitrogénio liquido, em seguida o material ja triturado foi
transferido para microtubo de 2 mL e adicionou-se 1000 pL da solugdo tampéao de
extracdo a 65°C. As amostras foram homogeneizadas suavemente por inversao,
durante 5 minutos. Em seguida os tubos foram incubados em banho-maria a 65°C por
45 minutos, e homogeneizados a cada 15 minutos, depois dos 45 minutos retirados do
banho-maria. Adicionou-se 700 pL de cloroférmio: &lcool isoamilico (24:1) e as
amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 10.000 rpm. Apés a centrifugacéo foi
retirado o sobrenadante com o auxilio de ponteiras e transferidos para outros
microtubos de 2mL devidamente identificados, adicionou +- 700 pL de
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), e vortexar rapidamente, em seguida centrifugou por
10 min a 10.000 rpm e coletou novamente o sobrenadante usando novas ponteiras e
transferindo para novos tubos devidamente identificados. Ao finalizar as transferéncias
foram adicionadas em cada amostra 450 pL de alcool isopropilico (gelado), com
aproximadamente 2/3 do volume coletado, em seguida as amostras receberam
homogeneizacdo suavemente, e levadas para incubar a (-20°C) por 20 minutos e
centrifugadas por 10 minutos a 10.000 rpm. Ressuspender o DNA isolado em 600 pl de
tampéo TE (Tris-HCI 10 Mm, Ph 8,0; EDTA 1 Mm), colocou as amostras em estufa de
37°C para que a solubilizacdo do DNA fosse completa. Adicione 200 pL de acetato de
amonio a 7,5 M. Fechar o tubo e misturar suavemente por inversao para homogeneizar
a solucao. Incubar no gelo por 15 minutos (cuidado para ndo congelar). Centrifugar por
15 minutos a 8.000 rpm. (ApOs estas etapas, ocorreu a transferéncia do sobrenadante
para novos tubos de 1,5 ml) e adicionou 800 puL de etanol absoluto ao sobrenadante e
realizou a mistura por inversao. Incua as amostras por 1 hora a -20°C. Centrifugar por
10 minutos a 10.000 rpm. Ao realizar todas as etapas anteriormente, foi realizada a
lavagem do precipitado com etanol 70% (v/v) (£500 pL) e centrifugar novamente nas
mesmas condi¢cdes anteriores por 3 minutos. Apos o periodo de 3 min secou o
precipitado e dissolveu em 100 pL de tampédo TE (Tris-HCI 10 Mm, Ph 8,0; EDTA 1
Mm) puL de RNAse (10mg/ml). Conservar a solugéo a -20°C.
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Outro protocolo usado para comparar foi 0 método CTAB de Murray e Thompson
(1980) modificado, usado os seguintes procedimentos: Foram pesados 300 mg de
tecido vegetal, o material foi macerado com o auxilio de almofariz, micro pistilo e
nitrogénio liquido, em seguida foi transferido o material para microtubos de 2 mL,
adicionar 1000 pL da solucdo de extracdo TE (CTAB 2%; NaCl 1,4M; EDTA 0,02 M;
Tris-HCI 0,1 M pH 8,0; -mercaptoetanol 1%) aquecida a (65°C +100 uL de SDS 20%),
em seguida os microtubos com as amostras de DNA foram incubadas em banho-maria
a 65°C durante 60 minutos, realizando a homogeneizacédo a cada 10 minutos. Apds o
periodo de 10 minutos as amostras foram retiradas do banho-maria e deixar esfriar em
temperatura ambiente. Adicionou 700 pL da solugdo cloroférmio: alcool isoamilico
(24:1), vortex até formar emulsdo e centrifugar a 10.000 rpm por 10 minutos com
temperatura de 4°C. Retirou 600-700 puL do sobrenadante, foram colocados em tubos
novos(1,5 mL) todos identificados, adicionou 34 do sobrenadante, isopropanol utilizou
450 pL misturou cuidadosamente até notar a presenca de uma “nuvem de DNA”, as
amostras foram incubadas por 20 minutos a -20°C, centrifugar por 10 minutos a 10.000
rom a 4°C e descartou o sobrenadante. Em seguida ocorreu a lavagem do pellet com
500 pL de etanol 70% gelado, homogeneizar e centrifugar a 10.000rpm durante 10
minutos a 4°C e descartar o sobrenadante. ApGs a secagem do pellet por duas horas,
foi adicionado 100 plde +2 pLde RNAse em cada amostra, realizou a homogeneizacao
e levou ao banho-maria por 30 minutos a 37°C, apés finalizar o tempo indicado, foi
levado a geladeira por 10 minutos. Durante a precipitacdo do DNA foi adicionado 20 pL
de acetato de sodio 3M + 200 pL de etanol absoluto, ambos gelados, manteve em
temperatura de -20°C/ 20 minutos. Em seguida o sobrenadante foi transferido para
outro microtubo de 1,5 mL, centrifugar a 10.000 rpm por 10 minutos a 4°C e descartar o
sobrenadante, lavou o pellet com 500 pL de etanol 70% gelado sem RNAse e
centrifugou por 10.000 rpm/10 minutos a 4°C. Finalizando todo o passo a passo o pellet
foi levado para secar overnight em temperatura ambiente para que ocorresse a
remocao do etanol. No dia seguinte ressuspender o pellet adicionando (50-100) pL de

agua ultra pura e conservar a -20°C.

2.2 Eletroforese:
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A técnica de eletroforese horizontal em gel de agarose foi utilizada para analisar

a qualidade e quantidade do DNA extraido por meio de avaliacdo visual comparativa

das amostras do DNA com o DNA lambda. O gel de agarose foi preparado para uma

concentracgédo final de 1,0%. As amostras de DNA foram coradas com brometo de etidio
qgue foram diluidas em TE (10 mM Tris-HCL e 1 mM EDTA, pH 8) e padronizadas em 5

ng PL-1. Foram aplicadas em um mesmo gel com 40 pocos, das 40 amostras de DNA

extraidas. Em cada amostra foram aplicados 0,5 pL do DNA com 0,3 pL do corante

azul de bromofenol. O resultado da eletroforese foi visualizado com o auxilio de um

transluminador do tipo LED. Foi quantificado o DNA em ng/pL por comparagao visual

com o DNA lambda de concentrac&o conhecida. O teste t foi utilizado para comparar as

médias de quantidade de DNA extraido pelos protocolos de extracdo e pelos métodos

de coleta.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 AVALIACAO MOLECULAR

A utilizacdo do nitrogénio liquido durante a trituracdo dos materiais vegetais
resultou em dados de grande relevancia na qualidade e quantidade de DNA extraido
de M. caerulescens. A trituragdo mecanica inicial do material vegetal consiste no
congelamento do material (ROMANO; BRASILEIRO et al.,1999), na praticidade e na
separacdo do material genético, ocorrendo o isolamento devido a quebra das
paredes e membranas celulares (FERREIRA; GRATTAPAGLIA 1998, KOTCHONI;
GACHOMO 2009), sendo, portanto, uma etapa decisiva no processo de extracdo de
DNA.

O isolamento do DNA das amostras obtidas influenciou na sua qualidade e
guantidade avaliada de acordo com os métodos de coleta do material vegetal e os
protocolos testados. Os testes para analisar a qualidade e quantificagdo do DNA
foram realizados na eletroforese em gel de agarose. Através da eletroforese foi

possivel determinar os melhores métodos, sendo observado visualmente o DNA
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extraido e a sua qualidade.

No ambito de definir o melhor protocolo de extracdo foram testados trés
protocolos, entre eles Lodhi (1994), Doyle; Doyle (1987) com modificacbes e Murry
Thompson (1980) com modificacgdes.

A extracdo de DNA dos individuos néo resultou positivamente para todas as
amostras. Quando foi realizada a analise quantitativa e qualitativa, foi notado que os
métodos de coleta influenciaram nos resultados, nas quais foram observadas
bandas nitidas integra e até mesmo sem a presencga das bandas de DNA (Figura 1).

Mediante a um estudo desenvolvido por Fulton (1995), relata que medidas
devem ser adquiridas, a fim solucionar problemas recorrentes no momento da
extragdo de DNA para evitar baixa quantidade de material genético extraido,
utilizando assim, tecido foliar mais jovem. Mediante a isto, a maceracao por mais
tempo consiste na melhor quebra das paredes, problemas com a fixacdo do pellet
apos a centrifugacdo com isopropanol: onde utilizou 70% de Etanol centrifugar por
alguns minutos em baixa intensidade, baixa diluicio do DNA deixar o pellet
ressuspendido por mais tempo, ou centrifugacdo do material em curto tempo, depois
da utilizacdo de isopropanol, evitando assim a contaminacdo da amostra por

polissacarideos se for por longo periodo.

—EES
—

Figura 1: Quantificacdo em gel de agarose a 0,8% das bandas de DNA total extraido de folhas de
Myrciaria caerulescens coletadas no municipio de Lagoa Real e Caetité/BA, por trés métodos de
coleta e testadas pelo protocolo de Doyle e Doyle e Murray e Thompson.
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Doyle; Doyle (1987) em um dos protocolos se baseiam em técnicas na
extracdo de DNA, usando o detergente CTAB (Brometo de cetiltrimetilamonio), o qual
serve como ponto de partida para muitos trabalhos que acabam por modificar o
protocolo originalmente (FULTON 1995, LODHI 1994, POREBSKI, 1997). Na extragao
se baseia no método em que utiliza o CTAB que ira atuar na solubilizacdo das 10
membranas da célula permitindo o acesso ao DNA.

O método é dividido em trés fases onde ocorrerd a: | quebra das
membranas, que ocorre através da maceracéao e utilizacdo do CTAB, Il separacao dos
polissacarideos e outras substancias extras, feita pelo uso do cloroférmio e da
centrifugacéo, e Ill a fase de precipitacdo e ressuspensdo: através do isopropanol e
do tampéo TE (Tris-HCI (1M, pH:8,0)/EDTA(0,5 M, pH:8,0) (ROMANO, 1999).

Diante disto, o protocolo que obteve melhor resultado na visualizacao das
bandas de DNA total (Figura 2) foi para a extracdo utilizando a metodologia descrita
por Lodhi (1994), modificada por Pereira (2005), gerando melhor qualidade e maior
concentracdo de DNA extraido, coletado no método de tubo de ensaio com silica,
com a maior presenca de bandas, seguindo do método de coleta em papel aluminio

com silica para as duas localidades.

MILAMIMI 1 2 3 5 6 78 900111213 14151617 18 1920
- - — -

MIMIM3 212223242526 27 282930313233 34 35 36 37 3R 3940

Figura 2: Quantificacdo em gel de agarose a 0,8% das bandas de bandas de DNA total extraido de
folhas de Myrciaria caerulescens coletadas no municipio de Lagoa Real e Caetité/BA, por trés
métodos de coleta e testadas pelo protocolo de Lodhi.
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A partir desses resultados foi possivel perceber que protocolos com base em CTAB
foram eficientes para extrair o DNA,corroborando com os dados da literatura de que
esse de fato é um método eficiente para espécies vegetais (AIZATE-MARIN 2009,
DOYLE; DOYLE 1987, ROMANO; BRASILEIRO 1999).

Para o método de coleta observou-se que a silica auxilia na conservacdo do
material vegetal coletado para o transporte do local da coleta até o laboratério para as
andlises moleculares (Figura 3). A preservacao de amostras em silica-gel € vantajosa
para conservar o material vegetal a um baixo custo, pois dispensa estruturas de
refrigeracdo no transporte e no local de armazenamento (CHASE; HILLS, 1991).
Tecidos secos em estudos moleculares sao rompidos com maior facilidade, além de
serem menos suscetiveis a degradacdo quimica ou enzimatica, preservando desta
forma o DNA com qualidade (Murray; Thompson, 1980). Varios estudos confirmam a

eficacia da silica-gel como método de armazenamento.

Estudo desenvolvido por Moraes Filho (2010) comparou o uso de material
conservado em silica-gel e material fresco conservado a frio para o género Citrus, e
verificou que nao houve diferenca significativa. Santos et al., (2007) extraiu
adequadamente DNA com material conservado em silica-gel para a espécie Aniba
rosaeodora Ducke (Pau-rosa). Stefenon; Nodari (2003) utilizaram com sucesso a silica-
gel para Araucaria. Porém o uso deste método de conservacéo deve ser realizado com
cautela, pois, como demonstrou Feres et al., (2005) a silica-gel nao foi eficaz para a
obtencdo de DNA de alta qualidade em folhas de plantas de véarias espécies coletadas
em campos rupestres, resultado comum ao encontrado neste estudo pois apesar de
ser coletado silica-gel e acondicionado em papel aluminio, a quantificacdo do DNA
nessa forma de coleta foi inferior a coleta de silica em tubo de ensaio. Nesse caso, a
quantidade de silica gel utilizada em cada forma de coleta pode ter sido crucial para

essa diferenca.
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Figura 3: Teste t para médias de quantidade de DNA total (ng/ puL) de Myrciaria guaquiea
extraido pelo protocolo de Lodhi (1994), modificado por Pereira (2005) considerando os trés
métodos de coleta das folhas.
Amostras armazenadas no gelo durante o transporte ndo obtiveram material
vegetal de qualidade para a extracdo, nao sendo possivel quantificar e visualizar a
presenca de bandas de DNA, as mesmas foram coletadas nos municipios de Lagoa

Real e Caetité e transportadas até Cruz das Almas, uma distancia de 517 km.

4. CONCLUSAO GERAL

A patrtir dos trés protocolos testados para a extracdo de DNA utilizando folhas de
Myrciaria caerulescens foi possivel determinar que a metodologia de Lodhi (1994),
modificado por Pereira (2005) resultou um isolamento de DNA consideravelmente
otimo para ser usado em técnicas de biologia molecular, e suficiente para realizar
amplificagdes.

O método de coleta utilizando silica-gel dentro do tubo de ensaio permitiu obter

material vegetal com qualidade para realizar extracdo de DNA, pois a silica auxilia na
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conservacao do material vegetal coletado para o transporte do local da coleta até

laboratorio para as analises moleculares.
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