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INTRODUÇÃO

A conservação dos recursos genéticos tem se tornado cada
vez mais premente, pois a forte pressão antrópica em am-
bientes florestais tem ocasionado a fragmentação dos mes-
mos, levando consequentemente à perda de diversidade. A
fragmentação de um hábitat pode precipitar a extinção e
o decĺınio das populações ali existentes, ao dividir as mes-
mas em duas ou mais subpopulações, cada uma em área
restrita13. Como consequências da fragmentação ocorre o
decréscimo da variabilidade genética devido ao endocruza-
mento 13.

O processo de regeneração natural promove a estabilidade
e a continuidade da comunidade em determinado local, no
qual depende inicialmente da dispersão das sementes que
devem apresentar viabilidade, escaparem de predadores e
encontrar condições adequadas à germinação10. Posterior-
mente, a sobrevivência e o desenvolvimento dos indiv́ıduos
da regeneração dependem de fatores fenológicos, genéticos
e ambientais8. Todos esses fatores produzem dinâmicas
nas condições de crescimento e interferem na estrutura da
comunidade, favorecendo diferentes espécies ao longo do
tempo11.

A Eugenia uniflora L. (Pitangueira) é uma Myrtaceae
frut́ıfera com grande potencial para exploração econômica,
originária da região que se estende desde o Brasil Central
até o norte da Argentina, sendo que sua distribuição se fez
ao longo de quase todo o território brasileiro, bem como
em várias partes do mundo3. A grande variedade de carac-
teŕısticas dos frutos (tamanho, cor, número e tamanho das
sementes) apresentada pelas espécies de Myrtaceae, está as-
sociada a um grupo diversificado de dispersores de sementes.
Para o gênero Eugenia no Brasil, foram identificados dis-
persores de sementes para 35 espécies. A dispersão de se-
mentes de Eugenia uniflora é realizada por aves, mamı́feros
carńıvoros e primatas, e eventualmente por lagartos.

Recentemente avanços nas técnicas de biologia molecular
abriram novas perspectivas para os estudos populacionais,

pois as espécies podem ser analisadas ao ńıvel do DNA9.
Dentro desse contexto, os marcadores RAPD (random am-
plified polymorphic DNA) possuem baixo custo inicial e op-
eracional, podem ser utilizados para qualquer espécie, in-
dependentemente de conhecimento prévio de seu genoma,
sendo mais simples e rápido4. Entre as suas aplicações se
incluem obtenções de “fingerprints” genômicos (impressões
digitais) de indiv́ıduos, variedades e populações; análise da
estrutura e diversidade genética em populações naturais,
populações de melhoramento e bancos de germoplasma;
estabelecimento de relações filogenéticas entre diferentes
espécies; construção de mapas genéticos de alta cobertura
genômica e a localização de genes de interesse agronômico9.
Além disso, um grande número de śıtios de DNA pode ser
avaliado quanto ao seu polimorfismo5.

OBJETIVOS

Para a conservação e uso sustentável das espécies, estu-
dos genéticos são imprescind́ıveis. Dessa forma, o pre-
sente trabalho teve por objetivo investigar e comparar a
variabilidade genética de populações de Eugenia uniflora
em uma área de regeneração, com indiv́ıduos de frag-
mento próximo de área conservada em estádio avançado de
sucessão, visando determinar o grau de endogamia em áreas
degradadas abandonadas. Cabe ressaltar que até o mo-
mento existem poucos estudos genéticos utilizando espécies
nativas, buscando comparar a variabilidade genética em
áreas de regeneração com áreas conservadas.

MATERIAL E MÉTODOS

O material foi coletado em um remanescente florestal de
aproximadamente 462 ha, localizado no munićıpio de Gau-
rama, próxima a divisa com o munićıpio de Três Arroios,
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ambos no Estado do Rio Grande do Sul, na localidade de-
nominada Linha Cinco (Secção Dourado). O fragmento ap-
resenta um mosaico de trechos em diferentes estádios de
sucessão, formado por uma transição entre as formações flo-
restais Floresta Ombrófila Mista e Floresta Estacional De-
cidual, apresentado elevada riqueza espećıfica. A distância
entre os indiv́ıduos coletados foi superior a 10 m, sendo que
foi coletada material de 30 indiv́ıduos em área de vegetação
nativa e 30 em área de regeneração.

Para o isolamento de DNA total de cada planta foi uti-
lizado o método descrito por Doyle e Doyle6, modificado
para uso em Eugenia uniflora. O processo básico consiste
em: maceração de aproximadamente 150 mg de folhas em
nitrogênio ĺıquido; adição de 860 µl de tampão de extração
(2% CTAB, 1% PVP, 1,4 M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM
Tris, 1,7 µL de 2 - mercaptoetanol); manutenção em banho
- maria por 45 min. à 65ºC; duas desproteinizações com
1 volume clorofórmio - álcool isoamı́lico (24:1) até limpeza
total do DNA; precipitação com 2/3 volume de isopropanol
e duas lavagens com 1000 µl etanol 70%; ressuspensão em
150 µl de TE (Trisma:EDTA - 10:1); quantificação em es-
pectrofotômetro UV a 260 nm e confirmação da integridade
e pureza em espectrofotômetro UV a 280 nm e em gel de
agarose 0,8%.

Para a amplificação de RAPD foi utilizada a reação descrita
por Williams et al., (1991), com algumas modificações. Em
um volume total de 25 µl: tampão de reação (50 mM Tris
- HCl pH 9,0; 50 mM KCl), dNTPs (200mM de cada), 0,2
mM de primer, 3 mM de MgCl2, 0,25 mM de Triton - X
- 100, 1,5 U de Taq DNA polimerase Gibco BRL e aproxi-
madamente 40ng de DNA.

O processo de amplificação seguiu o seguinte procedimento:
3 min a 92ºC, 40 ciclos de 1 min a 92ºC, 1 min a 36ºC e
2 min a 72ºC. Após, 3 min a 72ºC e resfriamento a 4ºC
até a retirada das amostras. A separação eletroforética foi
realizada em gel de agarose 1,4% em tampão TBE (trisma
0,089M, ácido bórico 0,089M e EDTA 0,008M) em cuba de
eletroforese horizontal. Como marcador de peso molecular
foi utilizado DNA de fago Lambda clivado com as enzimas
de restrição HindIII e EcoRI. Os fragmentos foram visual-
izados com brometo de et́ıdio sob luz ultravioleta e os géis
fotografados digitalmente.

Para aperfeiçoar os trabalhos de amplificação por RAPD foi
realizada uma seleção de primers pertencentes a sete kits da
Operon Technologies, sendo estes analisados em duplicata
e observando intensidade e reprodutibilidade de bandas.

RESULTADOS

Levando em consideração dos 60 indiv́ıduos estudados foi
identificado um total de 111 loci, sendo que destes, 92
(82,9%) mostraram - se polimórficos. Nos 30 representantes
de cada população, considerados para fins de análise, foram
considerados 101 loci para a população coletada na área em
estádio avançado de sucessão e 103 para população coletada
na área em regeneração. O número de loci utilizados para
análise foi bastante superior aos utilizados por Trindade
e Chaves15 e Zucchi et al., 17 em populações de Eugenia
dysentericae que utilizaram 42 e 74 loci, respectivamente.

O polimorfismo encontrado nas populações estudadas foi de
80 (79%) loci para a área em estádio avançado de sucessão
e 72 (70%) para a área em regeneração. Também neste caso
os valores são semelhantes aos encontrados na análise por
RAPD em Eugenia dysenterica realizadas por Trindade e
Chaves15 e Zucchi et al., 17 que obtivera 83% e 73% de loci
polimórficos. Mossi et. al. 12 obteve 71,5% em Maytenus
ilicifolia.

O coeficiente de similaridade de Jaccard variou de 0,55 a
0,86 entre as plantas da regeneração e de 0,45 a 0,68 na pop-
ulação da área em estádio avançado de sucessão. A similar-
idade encontrada entre as plantas da população da segunda
área é menor que a da área em regeneração e semelhante
à encontrada por Zucchi et al., 17 em Eugenia dysenterica
que o ı́ndice de Jaccard variou entre 0,455 e 0,653. Observa
- se ainda uma maior amplitude de variabilidade genética
na população de área em regeneração quando comparada à
área em estádio avançado de sucessão, ainda que a similar-
idade entre as plantas seja menor na segunda área. Com a
Análise dos Componentes Principais (PCA), isto fica repre-
sentado com maior clareza, pois se pode observar um maior
agrupamento da população nativa em relação à regeneração.

Avaliando a diversidade de loci nas populações pelo ı́ndice
de Shannon (log10), obtiveram - se valores de 1,14 ( ±0,31)
para população da área em estádio avançado de sucessão
e 1,18 ( ±036) para área em regeneração. Os resultados
demonstram uma semelhança entre a diversidade genética
dentro das duas populações.

Alguns autores, como Sebbenn e Ettori14, citarem que a
redução das populações naturais tem levado a uma perda de
genes adaptados a ambientes espećıficos de ocorrência das
espécies arbóreas, que a redução cont́ınua no tamanho das
populações as submete a perdas de variabilidade genética
por deriva genética. A deriva pode causar a depressão por
endogamia e conseqüentemente, reduzir a capacidade adap-
tativa, fertilidade, vigor, porte e produtividade, entre outras
coisas1. Por conseqüência, esperava - se que a variabilidade
se mostrasse maior na população nativa ou mais antiga,
porém isto não foi observado.

Uma hipótese que explica tais resultados seria a de que
fragmentos vegetais próximos, além da área em estádio
avançado de sucessão, de onde foram coletadas as plantas,
estão contribuindo geneticamente para a formação da área
em regeneração.

Quando comparado o coeficiente de similaridade de Jaccard
interpopulacional, o coeficiente variou de 0,54 a 0,78 entre as
plantas das duas populações. Observa - se também que não
ocorre uma separação clara das populações, mostrando que
elas estão próximas geneticamente. Estes resultados são um
indicativo de que a área em estádio avançado de sucessão
serviu como fonte de sementes e conseqüentemente, material
genético para a área em regeneração.

CONCLUSÃO

A análise da variabilidade intrapopulacional, mostrou que
tanto o coeficiente de similaridade de Jaccard quanto o
ı́ndice de diversidade de Shannon indicaram uma variabil-
idade genética alta e semelhante dentro de ambas as pop-
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ulações, indicando que a área em regeneração poderá manter
a variabilidade genética da espécie em estudo.
Na análise da variabilidade interpopulacional, o coefi-
ciente de similaridade de Jaccard mostrou uma proximi-
dade genética muito grande entre as populações, indicando
que a área em estádio avançado de sucessão, que se localiza
próxima à área em regeneração, foi quem forneceu as se-
mentes (material genético) para a área em regeneração. Já a
análise de coordenadas principais (PCO) usando distâncias
euclidianas mostrou uma tendência de separação entre as
duas populações, indicando que pode haver entrada de se-
mente (material genético) de outras populações mais dis-
tantes, possivelmente de outros locais, mas pertencentes ao
mesmo fragmento, porém que não foram considerados nesse
estudo.
Com esses dados pode ser considerado que até o momento,
as plantas encontradas na área em regeneração, estão man-
tendo a variabilidade genética da área em estádio avançado
de sucessão, ou seja, a área original. Dessa forma os re-
sultados indicam não haver necessidade de interferência no
processo de regeneração para Eugenia uniflora no local do
estudo.
Os autores agradecem a FAPERGS, CNPq, SC&T - RS e
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