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Resumo

A Eugenia uniflora L. € uma mirtdcea que apresenta um forte interesse econdmico, o que
tem levado, & exploracdo da espécie sem um planejamento adequado, tornando-se
essenciais estudos ecoldgicos e genéticos para a espécie. A espécie € nativa da Mata
atlantica, que atualmente encontra-se reduzida a pequenos fragmentos florestais, e a
fragmentacéo desta floresta, por diminuir o nimero de individuos da populacéo, favorece
a perda de variabilidade genética. Guarapuava (Pr) € um municipio essencialmente
agricola e tem muito evidente o processo de fragmentacdo florestal dentro da sua
topografia. Considerando a caréncia de uma revisao integradora para a E. uniflora L. e
gue a fragmentacao florestal pode levar a uma perda na capacidade adaptativa, este
trabalho teve como objetivos uma analise integradora dos trabalhos com E. uniflora, a
analise da microsporogénese e da viabilidade polinica em quatro populagbes de
pitangueiras, oriundas de fragmentos florestais, e correlacionar os dados gerados com o
isolamento reprodutivo condicionado pela fragmentacdo. Com o levantamento da
bibliografia disponivel foi possivel identificar uma caréncia de estudos basicos voltados
para a ecologia e caracterizacdo genética da espécie em contraste ao volume de
trabalhos encontrados sobre o uso econdmico da mesma. A microsporogénese foi
estavel nas plantas oriundas de trés dos fragmentos avaliados, apresentando
porcentagem de anormalidades nas fases da meiose, inferior a 4%. Estes fragmentos
sdo conectados entre si por mata ciliar. Um dos fragmentos apresentou de 13% a 21% de
anormalidades nas fases da microsporogénese, este fragmento esta isolado dos demais
e encontra-se cercado por areas agricolas. As metafases | e Il apresentaram
Cromossomos em ascensao precoce, as anafases | e Il pontes cromossdmicas, a profase
Il e as telofase | e Il apresentaram micronucleos. As tétrades apresentaram pentades
para todas as populacdes e triades para a populacao isolada. A viabilidade polinica foi
alta, estando acima de 93% para os fragmentos conectados e 73% para o fragmento
isolado. Os dados demonstram que a fragmentacado florestal tem influencia na meiose,
pois a populacdo de Eugenia uniflora do fragmento isolado apresentou maior
porcentagem de anormalidades e menor indice de viabilidade polinica em relacdo as

populacdes coletadas em fragmentos conectados.



Abstract
The Eugenia uniflora a member of Myrtaceae family presents a strong economic interest,
this can lead to exploitation of the species without adequate planning. Thus become
essential of studies of ecological and genetic aspects of the species. Forest fragmentation
by reducing the number of individuals in a population favors the loss of genetic variability.
Guarapuava, in the Brazil, is a predominantly agricultural county, is very evident the
process of forest fragmentation within its topography. Considering the absence of a review
on the species and that forest fragmentation can lead to a withering and this may have
genetic effects on meiosis, this work aimed a specie review, analysis of
microsporogenesis in four Brazilian cherry populations, coming from forest fragments, and
to correlate genetic data with reproductive isolation. With the lifting of the available
literature was possible to identify a lack of basic studies focused on the ecology and
genetic characterization of the species in contrast to the volume of works found on the
economical use. The chromosomes in metaphase | showed a precocious chromosomes,
anaphase | with chromosome bridges, the metaphase 1l showed chromosomal plates with
irregular orientation to telophase and tetrad showed pentads for all populations and triads
for the isolated population. The microsporogenesis was stable for three fragments,
presenting the percentage of abnormalities for the meitoc phases, less than 4%. These
fragments are connected by riparian vegetation. One fragment showed 13% to 21% of
abnormalities in the early stages of microsporogenesis, this fragment is isolated from
others and surrounded by farmland. Pollen viability was above 93% for fragments
connected and up to 73% for the isolated fragment. The data show that forest
fragmentation has influence in meiosis, because the population of the isolated fragment
showed a higher percentage of abnormalities and a lower index of pollen viability in

relation to populations in fragments connected riparian vegetation.
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Introducéo

A Eugenia uniflora L., popularmente conhecida como pitangueira, € uma espécie
pertencente a Familia Myrtaceae nativa do bioma Mata Atlantica. Apresenta grande
espectro ecologico e é amplamente distribuida no territério brasileiro, sendo encontrada
em variadas formacdes vegetacionais, desde Minas Gerais até o Rio Grande do Sul
(LORENZI, 2000). Suas flores sao androginas, polisttmones, do tipo Papaver,
generalistas, com grdos de pdlen como unico recurso floral sendo enquadradas dentro da
categoria de "flores-pdlen” (ROMAGNOLO, 2003; ROMAGNOLO & SOUZA, 2006; SILVA
& PINHEIRO, 2007; FRANZON, 2008). Nesta espécie o grao de polen é responsavel nédo
somente pela transferéncia dos caracteres genéticos, mas também por atrair 0s
polinizadores. A antese é diurna, as flores duram apenas um dia e séo visitadas por uma
ampla variedade de insetos, incluindo Himendpteros, Dipteros, ColeoOpteros e
Neurdpteros. As abelhas séo os visitantes mais comuns e, dentre elas, Apis mellifera L.,
€ a mais frequente e abundante, sendo considerado o polinizador efetivo.

A floracdo de E. uniflora é anual e em massa, ocorrendo de agosto a outubro,
com frutificacdo de setembro a novembro (PROENCA & GIBBS, 1994). Durante o
periodo de antese, os grdos de podlen estdo totalmente expostos, ndo havendo assim,
guaisquer restricdbes a sua coleta, caracteristica esta comum das flores generalistas
(FAEGRI & PIJL, 1976; ENDRESS, 1994). Durante o processo de abertura floral o
estigma ja se encontra receptivo, pois neste momento suas papilas estdo targidas e
brilhosas (PROENCA & GIBBS, 1994), a autopolinizacdo € possivel, mas a frutificacédo
efetiva neste processo € de 6,4% (FRANZON, 2008) o que a caracteriza como uma

planta dependente de agentes polinizadores.
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Os frutos da pitangueira sado bagas globosas a elipsdides com sete a dez sulcos
longitudinais de coloragdo variada (ROMAGNOLO & SOUZA, 2006), possuem aroma
caracteristico intenso e sabor doce e acido. No processo de maturacao, o epicarpo passa
de verde para amarelo, alaranjado, vermelho, vermelho escuro, podendo chegar até
qguase negro (BEZERRA et al., 2002). A dispersao das sementes é zoocorica (CASTRO &
GALETTI, 2004; BUDKE et al., 2005) dependendo de animais para se disseminar, uma
vez que o fruto é bastante atrativo, particularmente aos passaros que comem as bagas
regurgitando as sementes ap0s quatro a cinco minutos.

Segundo BEZERRA et al. (2002) o cultivo da pitangueira vem crescendo em
razao do uso dos frutos para preparo de polpa, suco, sorvetes, refrescos, geléias, licores
e vinhos. SOUZA et al.(2007) destacam que a presenca de antocianinas aliada aos
teores de flavondides e carotendides totais, na pitanga, fazem dela uma fonte promissora
de compostos antioxidantes e ressaltam que seu cultivo deveria ser estimulado. Os
autores relatam ainda que a maioria dos pomares existentes ndo utiliza cultivares
definidas e que estes sdo geralmente provenientes de plantas propagadas por sementes.
Em decorréncia da utilizagcdo desse tipo de propagacdo, os pomares formados tém
plantas desuniformes, de baixa produtividade, dando origem a frutos de ma qualidade.
Assim, € necessario um estudo mais aprofundado dos aspectos reprodutivos da E.
uniflora, o que permite organizar as acdes de melhoramento genético sem, no entanto,
afetar a preservacao e manutencao da pitangueira.

COSTA (2004) observou em E. uniflora nimero de cromossomos, em diacinese,
de X =11, entretanto o autor relata a ocorréncia de citotipos com variacdo no numero de
cromossomos. STEBBINS (1971, 1980) afirma que mais de 30 % de todas as espécies

de plantas do planeta sofreram especiacdo por fendmenos de poliploidizagdo. Esta
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estimativa é revista por GRANT (1971) para 40%, por LEWIS (1980) para 65%, por
GOLDBLATT (1980) 70% e finalmente por LEITCH & BENNET (1997) que, baseados em
bancos de dados genéticos disponiveis na época, elevaram este nimero para 95% das
pteridéfitas e até 80% das angiospermas. Percebe-se que a poliploidizacdo foi
importantissima na evolucdo das plantas e na sua disseminacédo, pois os poliploides sédo
em geral bons colonizadores agindo como plantas pioneiras (STEBBINS, 1971). OTTO &
WHITTON (2000) afirmam que mudangas no numero de cromossomos podem
representar de dois a dez por cento dos eventos de especiacdo e que este seria 0 modo
predominante de especia¢io simpatrica. E aceito por grande parte dos pesquisadores de
evolucao em plantas que os fenémenos de poliploidia surgem pela unido de gametas néo
reduzidos. Estes sdo decorrentes de erros na meiose, assim, a analise citogenética de
uma espécie pode gerar informacdes importantes sobre sua evolucao. A observacéo do
numero e da morfologia dos cromossomos mitéticos e do seu comportamento na meiose
tém se tornado um dos mais importantes instrumentos para a compreensao das relacdes
de parentesco e dos mecanismos de evolu¢do cromossémica, tanto dentro de categorias
taxondémicas inferiores (Espécies, Géneros) quanto em niveis superiores (Familias,
Divisbes), permitindo identificar diferentes linhas evolutivas (STEBBINS, 1971, 1980;
SILVA, 2007).

A fragmentacdo florestal tem como principais efeitos a reducdo de tamanho
populacional e o isolamento das populacdes remanescentes causando mudancas nha
historia evolutiva das espécies (YOUNG & BOYLE, 2000; VIANA et al, 1992
BIERREGAARD et al, 1992, 1995) principalmente pela alteracdo das freqléncias alélicas
e reducao do fluxo génico. Isto leva a alteracfes na variabilidade e estrutura genética das

populacbes do fragmento culminando em uma limitacdo evolutiva pela perda da



15
Programa de P6s-Graduacgdo em Biologia Evolutiva (UEPG-UNICENTRO)

variabilidade genética e consequentemente diminuicdo da capacidade adaptativa
(YOUNG & BOYLE, 2000).

De maneira geral o efeito causado pela fragmentacéo pode levar ao aumento nos
cruzamentos endogamicos, o que para alguns autores pode levar a depresséo
reprodutiva (FERREIRA et al., 2002; ESTOPA et al., 2007; PAIVA et al. 2006; AULER et
al., 2006; MARIANO et al., 2007), ocasionando diminuicdo na producdo de gréos de
pélen viaveis, o que para a E. uniflora, pode significar uma menor frutificacao.

A producéo de graos de polen viaveis, que em parte garante o sucesso evolutivo
da espécie, esta condicionada a uma meiose regular. Segundo RICCI et al. (2007) a
meiose € um evento de elevada estabilidade evolucionaria pois esta diretamente
relacionada ao numero de cromossomos nos gametas. Para estes autores a
depresséo reprodutiva esta diretamente ligada a erros no andamento das fases da
meiose. Segundo PAGLIARINI et al. (2002) estes erros podem ser ocasionados
por fatores ambientais e ou genéticos. Quando uma planta alégama, que
naturalmente apresenta a maioria dos genes em heterozigose, € submetida a
autofecundacado ou a cruzamentos com algum nivel de endogamia, muitos genes,
incluindo aqueles envolvidos no controle da meiose, se expressam em
homozigose. A presenca destes genes em homozigose, em plantas alégamas,
pode levar a irregularidades na microsporogénese que podem resultar na reducéo
da viabilidade polinica.

Guarapuava € um municipio localizado no Centro Sul do Parana, essencialmente

agricola, que apresenta muito evidente a fragmentacdo florestal dentro da sua

delimitacdo. Estes fragmentos estdo geralmente ilhados por areas agricolas, e poucos se
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apresentam conectados de alguma forma e, quando isto ocorre, a conexao se faz pela
manutenc¢ado da mata ciliar imposta pela legislagao.

Em 2004 a empresa de Saneamento do Parana (Sanepar) mapeou, com fotos de
satélite, a bacia do Rio Jordao para o programa de recuperacdo de matas ciliares. Este
mapeamento possibilitou identificar tanto fragmentos de floresta Ombrofila mista
conectados por mata ciliar como fragmentos totalmente isolados. Alguns destes
fragmentos quando visitados em loco apresentaram populacfes de pitangueiras na sua
composicao vegetal.

Considerando que ha uma elevada importancia econémica para a E. uniflora e
gue a fragmentacéao florestal pode levar a perda de viabilidade reprodutiva em espécies
isoladas, e que existe uma caréncia de estudos neste sentido para a espécie, este
trabalho teve como objetivo levantar e correlacionar dados citogenéticos com fatores
ecoldgicos, a fim de inferir os efeitos da fragmentacdo na microsporogénese em plantas

de populacgdes de pitangueiras.
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Objetivos

Objetivo geral
Levantamento bibliografico sobre pesquisas realizadas com Eugenia uniflora e
analise da microsporogénese em plantas de populacdes de pitangueiras em fragmentos

florestais na regido Centro Sul do Parana

Objetivos especificos:
1. Identificar a espécie de pitanga com ocorréncia em quatro fragmentos florestais
da Regido de Guarapuava-PR,;
2. Realizar levantamento bibliografico e uma analise integradora dos estudos
realizados com Eugenia uniflora L.
3. Analisar a microsporogénese nas populacdes de pitangueiras em estudo e

correlacionar os dados citogenéticos obtidos com a fragmentacéo florestal.
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Resultados

Os resultados estao organizados em dois capitulos conforme segue:

Capitulo |

Estudos econdmicos, ecoldgicos, taxondmicos, e genéticos em pitangueira

realizados no periodo de 1960 a 2010.

Capitulo Il

Microsporogénese e viabilidade polinica de pitangueira (Eugenia uniflora L.) em

fragmentos de floresta Ombréfila Mista.
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CAPITULO |

Estudos econbmicos, ecoldgicos, taxondmico, e genéticos em pitangueira

realizados no periodo de 1960 a 2010.
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Resumo

Os primeiros trabalhos publicados com pitangueira concentraram-se na
caracterizacdo histolégica com objetivos taxonémicos. Os dados gerados com estes
trabalhos mostram que a identificacdo da espécie, assim como do género, ndo é possivel
com caracteres morfologicos externos. A principal caracteristica usada na identificacao
da espécie é a posicdo do embrido e o numero de cromossomos. Os estudos ecoldgicos
sdo poucos e procuram elucidar a distribuicdo da espécie e o0 comportamento da mesma
guanto a reproducédo com destaque para polinizadores e dispersores. Os trabalhos com
finalidade de exploragdo econdmica abordam a importancia das folhas e frutos, com
énfase principalmente nos compostos ativos das folhas para uso como farmacos, e para
extracdo de Oleos essenciais. Sobre os frutos sdo abordados seu uso no preparo de
geléias, doces e bebidas. Os aspectos agrondmicos da espécie sdo abordados em
estudos de identificacdo de genotipos comerciais e sobre técnicas de plantio e enxertia.
Os dados genéticos sdo escassos e 0s poucos disponiveis trazem informacfes de
diversidade genética e numero de cromossomos. ApOs a analise de bibliografia
disponivel foi possivel identificar uma caréncia de estudos basicos voltados para a
ecologia e caracterizacdo genética basica da espécie em contraste ao volume de
trabalhos encontrados sobre o uso econdémico. Foi detectado interesse econémico forte
na espécie, porém isso pode levar a sua exploragdo sem um planejamento adequado.
Assim tornam-se essenciais estudos relacionados a aspectos ecoldgicos e genéticos da
espécie. Estes dados podem auxiliar no planejamento de exploracao racional da espécie,
além de serem informacdes Uteis a melhoristas para obtencéo de cultivares de alto valor

econdmico.
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Palavras-chave: Eugenia uniflora L., fitossociologia, variabilidade genética,

polinizagéo, dispersao, aspectos agronémicos.

Introducéo

A crescente demanda da humanidade por novos compostos que tenham uso
pratico tem levado cientistas a uma procura por principios ativos inovadores, 0s
conduzindo a garimpar nas florestas, produtos e genes de interesse. Este fendmeno
tecnicista disseminou nos ultimos anos o uso de plantas silvestres, outrora
marginalizadas, na agricultura e na producdo industrial. Dentre as principais
redescobertas até entéo trabalhadas, encontra-se com especial expressividade o género
Eugenia e, em particular, a espécie Eugenia uniflora L. ( Myrtaceae).

Popularmente conhecida no Brasil como pitangueira a E. uniflora L., tem sido
estudada principalmente quanto aos seus multiplos usos para o homem e, na atualidade,
sua exploracdo e cultivo sdo crescentes. Com perspectivas futuras de exploracéo
comercial em grande escala, se fez necessario uma compilacdo dos conhecimentos
disponiveis até o momento a cerca da espécie. Esta revisdo integra as informacdes
disponiveis até o presente sobre as caracteristicas taxondmicas, ecoldgicas, genéticas e

de uso econdbmico desta espécie.

Caracteristicas Taxonémicas
Eugenia uniflora L. € uma mirtdcea, perene, de porte arbdéreo, que possui
inflorescéncias racemosas com flores pediceladas inseridas nas axilas foliares (ANGELY,

1965; ROMAGNOLO & SOUZA, 2006; SILVA & PINHEIRO, 2007). Os trabalhos de
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biologia floral caracterizaram suas flores como do tipo Papaver, generalistas, com graos
de pdlen como unico recurso floral atrativo para os polinizadores, sendo enquadradas
dentro da categoria de "flores-pdlen”, o que segundo ROMAGNOLO & SOUZA (2006) é
caracteristico das plantas deste género. Dados morfolégicos mostraram que o ovario da
espécie é bilocular apresentando 18 a 20 6évulos por l6culo (ROMAGNOLO & SOUZA,
2006). No entanto, observacdes a campo mostram que, em geral o fruto apresenta
somente 2 a 3 sementes, 0 que leva a inferéncias sobre a existéncia de sistemas
degenerativos para os demais 6évulos, ou a uma restricdo na fecundacédo. O estigma é
unico, formado por papilas delgadas e se apresenta acima dos estames (ROMAGNOLO
& SOUZA, 2006; SILVA & PINHEIRO, 2007; FRANZON, 2008), podendo representar um
mecanismo de controle da autofecundacao.

Trabalhos de morfologia externa mostram que a Ilamina foliar das folhas adultas &
glabra, membranacea, concolor a discolor. As folhas sado simples ovaladas, providas de
pontos translicidos que sao observados contra fonte luminosa (ROMAGNOLO &
SOQOUZA, 2006). Segundo JORGE et al., (1994) o padrdo de nervura foliar € peninérveo,
camptédromo-broquidodromo, em que as nervuras secundarias se anastomosam, desde
a base da folha, e formam uma série de arcos préximos ao bordo com os arcos ou lacos
broquidédromos podendo ser mais ou menos proeminentes. Ao verificar a histologia da
lamina foliar CARDOSO & SAJO (2006) verificaram que os idioblastos contem drusas e
cristais prismaticos ou romboédricos. Estes cristais estdo presentes também no
clorénquima do peciolo, onde também, observam-se cavidades secretoras de compostos
de natureza fendlica no interior das células. Estas observacfes sdo de interesses
econbmicos principalmente quanto a variedades com maior producdo dos Oleos

essenciais nestas estruturas. Ainda, segundo estes autores, as folhas sao
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hipoestométicas apresentando estdmatos paraciticos, o que é um parametro que pode
ser utilizado na identificacdo da espécie, € raro a presenca de tricomas tectores e de
glandulas subepidérmicas. Quanto a epiderme abaxial, em E. uniflora as células s&o de
contorno sinuoso, estdbmatos paraciticos. Cortes transversais mostram os estdbmatos no
mesmo nivel que as demais células epidérmicas, com grande cavidade subestoméatica
(LORCA, 1995; CORTADI et al., 1996; ALVES et al., 2008).

O fruto é uma baga, globosa a elips6ide com sete a dez sulcos longitudinais de
1,5 a 5,0 cm de diametro. Os frutos apresentam variagdo morfologica tanto no tamanho
guanto na sua coloracdo, o que leva a inferéncias de alta variabilidade genética. Os
embrides séo do tipo eugenidide, o que caracteriza o género, e apresentam cotilédones
globosos, carnosos, conferruminados com linha de separacdo presente entre 0s
cotilédones, mas com eixo hipocotilo-radicula pouco desenvolvido (ROMAGNOLO &
SOUZA, 2006). O aroma do fruto € caracteristico e intenso com sabor doce e acido. No
processo de maturacado, o epicarpo passa de verde para amarelo, alaranjado, vermelho,
vermelho escuro, podendo chegar até quase negro (BEZERRA et al., 2002).

SOFFIATTI & ANGYALOSSY-ALFONSO (1999) estudando a morfologia do lenho,
relataram que o lenho de E. uniflora é caracterizado pela baixa concentracdo dos vasos,
exclusivamente solitarios (90%), que possuem placa de perfuracdo simples com
pontoacdes intervasculares alternas e guarnecidas. Estes autores relatam ainda a
observacdo de inclusGes organicas, sob a forma de substancia de coloracéo
acastanhada em algumas células do parénquima radial e também inclusdes inorganicas

representadas por cristais prismaticos em células do parénquima axial.
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Ecologia

Os estudos ecologicos com pitanga concentram-se em biologia floral, disperséo e
distribuicdo. A espécie encontra-se amplamente distribuida no territorio brasileiro, sendo
abundante nos extratos inferiores da Floresta Ombroéfila Mista, onde atua na regeneracao
natural (DONADIO et al., 2002; MAUHS, 2004; PIROLE & CHAFE, 2003; BARDDAL et
al., 2004; DIAS, et al.,, 2004; KOZERA et al.,, 2006; PIROLE & TERRA, 2008). Estes
dados mostram a importancia da espécie em planejamentos de recuperacdo de areas
degradadas. E encontrada também nas formacbes caracteristicas de mata ciliar
(LORENZI, 2000; BUDKE et al., 2004; DIAS et al., 2004; FRANCO et al.,, 2009) em
florestas caracteristicas de ilhas da costa litoranea (FERREIRA et al., 2002; OLIVEIRA et
al., 2008), em florestas estacionais semideciduais (IVANAUSKAS et al. , 2000; PAULA et
al., 2007; RODRIGUES & GALVAO, 2006), na caatinga (SANTOS & SANTOS, 2004) na
restinga (BRAGA, 1985; AFONSO, 2007), atuando em florestas secundéarias em processo
de sucessdo (CANDIDO JUNIOR, 1993) e como componente vegetal de faxinais
(PEREIRA et al., 2009).

A disperséo da pitangueira é zoocoérica (CASTRO & GALETTI, 2004; BUDKE et
al., 2005), no entanto existe uma caréncia de trabalhos sobre esse assunto e
consequentemente poucos sdo 0s animais caracterizados como dispersores. O trabalho
de CASTRO & GALETTI (2004) com lagartos Teiu é a Unica referéncia clara ao processo
de disperséo zoocdrica, no entanto, BUDKE et al. (2004, 2005) relatam a dispersao por
passaros, porém nao especificam quais seriam as espécies efetivas no processo.

SILVA & PINHEIRO (2007) relatam que a antese em pitangueira é diurna, as
flores duram apenas um dia e sao visitadas por uma ampla variedade de insetos,

incluindo himendpteros, dipteros, coledpteros e neurdpteros. As abelhas séo os visitantes
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mais comuns e, dentre elas, Apis mellifera L. € a mais frequente e abundante, sendo
considerada a polinizadora efetiva. Segundo ERBER et al. (1980) a Apis mellifera atua
em um raio de 3,5 Km na procura por poélen, o que pode levar a implicacdes evolutivas
para a E. uniflora, uma vez que o raio de atuacao de seu polinizador efetivo pode limitar o
fluxo génico entre populagdes. O inicio da antese se da logo ao amanhecer, por volta das
5h:30min e se estende durante todo o dia (PROENCA & GIBBS, 1994). Durante o
periodo de antese, os grdos de podlen estdo totalmente expostos, ndo havendo assim,
guaisquer restricdbes a sua coleta, caracteristica esta comum das flores generalistas
(FAEGRI & PIJL, 1979; ENDRESS, 1994). Durante o processo de abertura floral o
estigma ja se encontra receptivo, pois neste momento suas papilas estdo turgidas e
brilhosas (PROENCA & GIBBS, 1994). A autopolinizagcdo € possivel, mas a frutificacéo
efetiva neste processo ¢é de 6,4% (FRANZON, 2008). Ja para PELACANI et al. (2000) a
E. uniflora € totalmente autoincompativel. Estes dados mostram que sao necessarias
investigacGes mais detalhadas para elucidar totalmente este processo. A floracéo é anual
e em massa ocorrendo de agosto a outubro, com frutificacdo de setembro a novembro.
No entanto, alguns autores relatam floracbes esparsas durante todo o ano e variacfes
guanto a influéncias ambientais na época de florescimento (PELACANI et al., 2000;
FRANZON, 2008). Esta observacdo leva a inferéncias sobre a plasticidade e
variabilidade genética da espécie.

As pitangueiras possuem ciclo de vida semidecidual, sdo helidfitas e higrofitas, e
o periodo de germinacdo das sementes pode variar de 20 a 50 dias (BEZERRA et al.,

2002; QUINTAO SCALON et al., 2001).
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Uso econdmico
Folhas

As folhas de pitangueira tém sido largamente utilizadas como diurético (AMAT &
YAJIA, 1991; CONSOLINI et al., 1999; FETROW & AVILA, 1999), antimicrobiano
(ADEBAJO et al.,, 1989; HOLETZ et al.,, 2002; COELHO DE SOUZA et al., 2004;
PEREIRA et al., 2009) e também como antifungico (SOUZA et al., 2007; HOLETZ et al.,
2002). Extratos hidroetanolicos da E. uniflora inibem o crescimento de Staphylococcus
aureus, Echechiria coli, Candida krusei, Candida parapsilosis e Candida tropicali e, ainda,
apresentam atividade contra Trypanosoma congolense (doenca do sono) (ADEWUNMI et
al., 2001). Estes extratos tem se mostrado eficientes também no tratamento de diversas
enfermidades como febre, doencas estomacais, hipertensdo e obesidade (BANDONI et
al., 1972; ALICE et al., 1991; GBOLADE et al.,, 1996; SCHMEDA-HIRSCHMANN et
al.,1987; WYERSTAHL et al.,, 1988; VENDRUSCOLO & MENTZ, 2006), reumatismo
(ALICE et al.,, 1991), bronquite (RIVERA & OBON, 1995), com atividade calmante
(CONSOLINI & SARUBBIO 2002) e antiinflamatoria (SCHAPOVAL et al.,, 1994 ).
Observou-se apos administracdo destes extratos por via oral, vaso-relaxamento dos
anéis da aorta toracica, vasodilatacdo e atividade diurética (ALMEIDA et al., 1995;
CONSOLINI et al., 1999) e inibicdo da DNA polimerase (LEE et al., 1997). Também foi
observada inibicdo da digestdo de aclUcares e gorduras, reduzindo a absorcdo
gastrintestinal destes nutrientes, o que pode ser eficiente no tratamento de diabetes e
obesidade (ARAI et al., 1999; MARGIS et al., 2000; MATSUMURA et al., 2000). Porém,
apesar da atividade cardiovascular, estes extratos podem apresentar riscos para
pacientes com arritmia cardiaca (CONSOLINI & SARUBBIO, 2002). Quanto a toxicidade

do extrato hidroalcoodlico de folhas de E. uniflora ndo foram verificados efeitos toxicos em
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doses até 4,2 g kg (SCHMEDA-HIRSCHMANN et al., 1987) por via oral e de 220 mg
kg™ por via intraperitoneal. O DL 50 (dosagem letal para 50% das cobaias) é de 5,93 g

kg™ de peso do animal (AURICCHIO, 2001; AURICCHIO & BACCHI, 2003).

Frutos

A composicdo centesimal dos frutos da pitangueira consta de agua (90%),
residuo mineral (0,28%), lipidios (0,23%), proteinas (0,76%), fibras (2,10%), carboidratos
totais (8,26%), valor calérico (30 kcal 100g™). Ainda, o teor de vitamina A é de 990 mcg
100g™ (VISOTTO, 2006).

Extratos das frutas da pitangueira, assim como das folhas, também
demonstraram ter alta atividade antimicrobiana contra Escherichia coli, Streptococcus
pyogenes, Providencia spp., Proteus mirabilis, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus e
Staphylococcus spp., confirmando também a auséncia de inibicho de Pseudomonas
aeruginosa ( AURICCHIO & BACCHI, 2003). A utilizacdo do fruto varia de preparo de
polpa e suco, como também para a fabricacdo de sorvetes, refrescos, geléias, licores e

vinhos (LEDERMAN et al., 1992; BEZERRA et al., 1995, 1997, 2002, 2004 ).

Compostos de interesse ja identificados

Os trabalhos realizados com extracdo de compostos quimicos da E. uniflora,
identificaram a presenca de Oleos essenciais sesquiterpenos, germacreno e selina
trienona (RUCKER , 1977; ALICE et al., 1991; MORAIS et al., 1996, DELLACASSA et al.,
1997; MAIA et al., 1999; OLIVEIRA et al., 1999; ADEOYE, 2006), eugeniflorinas D1 e D2,
pentahidroxiindolizidina (LEE et al., 1997; AURICCHIO & BACCHI, 2003) B-caroteno,

vitamina C e vitamina E, licopeno, rubixantina, cisrubixantina, a-criptoxantina, cis-
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licopeno, a-caroteno, zeaxantina, luteina, violaxantina e a-caroteno-5,6-epoxido (WANG
et al.,1996; RICE-EVANS et al.,, 1996; AZEVEDO-MELEIRO & RODRIGUEZ-AMAYA,
2004), antocianinas (SATUE-GRACIA et al., 1997; WANG et al., 1997; LIMA et al., 2000;
ESPIN et al., 2000; KALT et al., 2000; EINBOND, 2004) miricitrina, quercetina e seus

quercitrina 3-I-ramnosideos (SCHMEDA-HIRSCHMANN et al., 1987).

Genética
Bésica

O numero de cromossomos de E. uniflora foi descrito por COSTA (2004) como
sendo uma espécie dipléide com n=11 e 2n=22. Outra espécie que & extremamente
similar na morfologia com a E. uniflora é a E. pitanga (ANGELY, 1968). No entanto,
segundo COSTA (2004) E. pitanga apresenta nimero de cromossomos n=22 e 2n=44. A
semelhanca morfologica torna muito dificil a correta identificacdo de acessos, sendo o
numero de cromossomos, obtido por técnicas citogenéticas o parametro preponderante
para a identificacdo. A caréncia de estudos na area de citogenética da espécie leva a crer
gue muitas amostras sdo erroneamente identificadas. Quando se trata de estudos

meioticos, ndo ha nenhum trabalho publicado com E. uniflora.

Molecular
A pitanga € uma planta que concentra em suas folhas grande quantidade de
polifendis, o que tem limitado muito o nimero de trabalhos com técnicas moleculares.
NOGUEIRA et al. (2007) utilizando marcadores AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) analisaram acessos oriundos de diferentes regibes geograficas e

obtiveram alto nivel de polimorfismo (98%). SLAVIEIRO et al. (2009) estudando
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populacdes no Rio Grande do Sul encontrou 92% de polimorfismo em duas populagdes.
MARGIS (2000) usando marcadores AFLP obteve 91 % de polimorfismo em populagbes
do Rio de Janeiro, FRANZON (2008) usando a mesma técnica em duas populac¢des do
banco de germoplasma da Embrapa Clima Temperado obteve 64% dos loci polimorficos,
0 que se aproxima dos dados de SALGUEIRO et al. (2004) com 78,05% de polimorfismo
nas populacdes amostradas. Estes dados evidenciam altissima variabilidade genética
interpopulacional na espécie.

NOGUEIRA et al. (2007) analisaram 72 clones gendmicos de E. uniflora quanto a
similaridades com sequéncias disponiveis em bancos de dados dos genomas de
Arabidopsis e Eucalyptus. Do total de sequéncias disponiveis, 44 apresentaram
homologia significativa. Quando analisadas as sequéncias de E. uniflora contra o banco
de dados de ESTs (sequéncia de espacadores transcritos) de Eucalyptus, ambas
espécies pertencentes a familia Myrtaceae, elevados valores de identidade (superior a

90%) foram encontrados para as seis sequéncias.

Aspectos agrondémicos

A maioria dos pomares de pitanga existentes ndo utiliza cultivares definidas e sao
geralmente provenientes de plantas propagadas por sementes, resultando em grande
heterogeneidade (BEZERRA et al., 2004). Ao avaliar 122 acessos de pitangueira da
Zona da Mata Norte de Pernambuco, em condi¢des de sequeiro, BEZERRA et al. (2004)
relacionaram dez gendtipos com elevado potencial produtivo e boas caracteristicas
agrondémicas. Apés avaliacdo clonal, o acesso IPA-2.2 foi lancado como a primeira
cultivar comercial brasileira de pitanga, sob a denominagdo de “Tropicana”, a qual

apresenta como principais vantagens a alta producéo por planta (20,8 kg de frutos/ano
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média de dez anos), peso médio do fruto variando de 3g a 4,59, polpa avermelhada e
relacdo SST/Acidez (sélidos solluveis totais/acidez) de 4,1 (IPA, 2000). O manejo
agrondmico do pomar de pitangas foi definido por BEZERRA (1997), na Empresa
Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria e as técnicas de enxertia foram pesquisados
neste instituto (BEZERRA et al., 2002) e pela Embrapa Clima Temperado (Rio Grande do
Sul) (FRANZON, 2008). Os melhores resultados quanto ao tipo de enxertia foram obtidos
com a garfagem no topo em fenda cheia, com 60 % de pegamento, sendo a melhor
época para realiza-la em setembro. Como porta enxertos recomenda-se utilizar a propria
pitangueira e também o guabijuzeiro (Myrcianthes pungens (Berg) Legr.) com igual
porcentagem de pegamento, recomendando o ensacamento do material enxertado
(FRANZON, 2008). Quanto a irrigacdo BEZERRA et al.(2004) encontraram uma boa
adaptacao do sistema de gotejamento, tanto para as caracteristicas de crescimento como
de producéao e qualidade do fruto.

QUINTAO SCALON et al. (2001) avaliaram a percentagem de germinacdo das
sementes de pitangueira em condi¢des de pleno sol e de sombreamento e consideraram
a espécie de facil propagacdo por sementes, apresentando 65,7% de germinacao
iniciadas aos 23 dias apds a semeadura, e que a melhor porcentagem de germinacao

ocorreu em pleno sol.

Consideracdes finais

Os trabalhos de fitossociologia que registraram a presenca de Eugenia uniflora
demonstram tratar-se de uma mirtacea com grande espectro ecolégico, e bem distribuida
no territério brasileiro, sendo encontrada em variadas formacgfes vegetais. Tomando

como base os dados da literatura foi possivel inferir que a pitangueira € uma espécie
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robusta que pode prosperar em uma ampla variedade de habitats, podendo ser
encontrada em diferentes tipos de vegetagdo e ecossistemas, incluindo as florestas,
restingas, e ambientes semiéridos. A dispersdo zoocorica das sementes, aliada a
plasticidade de ambientes aos quais pode se adaptar, revela um grande potencial de
disseminacdo da espécie. Em geral, € uma espécie adaptavel a todas as condicbes do
solo que ndo estao sujeitas a inundacdes. Varios sdo os trabalhos que relacionam a
pitangueira como componente vegetal da Mata Atlantica e de outros ecossistemas.
Trabalhos aqui referenciados embora variados quanto ao habitat avaliado, tem em
comum o fato, de que os pesquisadores encontraram uma expressividade maior de
plantas jovens nos seus levantamentos, o que leva a inferéncias sobre a importancia da
espécie na recomposicao florestal atuando na recomposicao de areas degradadas pela
caracteristica de planta pioneira.

Os trabalhos sobre a ecologia da espécie sdo escassos (Figura 01) sendo
concentrados na floracéo e polinizacdo. Dos trabalhos aqui relacionados, o primeiro data
da década 1970, sendo a espécie estudada novamente na década de 1990 e no ano de
2005, com duas publicacbes em cada periodo. Quantitativamente as pesquisas sobre a
ecologia e sobre a genética da espécie representam apenas 11 % do total de trabalhos

publicados (Figura 2). Estes dados sao insuficientes, uma vez que dados ecolégicos e da
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Figura 01 — Trabalhos publicados com E. uniflora e suas respectivas abordagens no

periodo de 1960 a 2009.

23%

M Uso economico : Pesquisa
aplicada

kd Fitossociologia: Pesquisa
pura

M Ecologia e genética:
Pesquisa pura

| Taxonomia: Pesquisa pura

23%

Figura 02 — Distribuicdo dos trabalhos desenvolvidos com E. uniflora de acordo com os

objetivos e tipo de pesquisa.
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variabilidade genética sdo determinantes para acdes conservacionistas e para o
melhoramento genético visando o cultivo e exploragcédo comercial.

A diferenciacdo taxonémica € bastante clara, no entanto trabalhosa e os estudos
referentes a arranjo dos estdbmatos e a posicdo destes em relacdo as demais células da
epiderme e a morfologia do lenho, associados aos estudos da forma do embrido e a
morfologia da folha, eliminam muito das possiveis duvidas taxonémicas. Cabe dar
especial énfase a dificuldade em diferenciar E. uniflora de E. pitanga, que é possivel em
nivel citogenético como descrito por COSTA (2004), sendo que a E. pitanga (com 44
cromossomos) apresenta o dobro de cromossomos que a E. uniflora.

Economicamente a E. uniflora € pouco explorada, com somente uma cultivar
(Tropicana, IPA) bem definida. Assim, para o desenvolvimento de novas cultivares,
estudos de variabilidade s&@o extremamente necessarios, especialmente pelo apelo
comercial que a espécie oferece, tendo inimeros usos tanto do fruto, como de
metabolitos secundarios com efeitos farmacoldgicos e cosmeéticos.

Embora sendo uma espécie pouco explorada, as pesquisas aplicadas
representam 43 % do total de publicacbes (Figura 02), com especial énfase ao foco
econdmico, especialmente as pesquisas com compostos de interesse farmacoldgico.

Com relacdo a aspectos genéticos a espécie ainda é pouco estudada, com
somente quatro artigos publicados até o momento (Figura 01), merecendo estudos mais
aprofundados, sobretudo quanto aos aspectos evolutivos e das respostas genéticas a
pressfes ambientais.

Pelo grande potencial econdmico da espécie ha uma concentracdo maior de
artigos abordando seu uso econémico, sobretudo no caso dos principios ativos presentes

na planta. Montagem de bancos de germoplasmas, caracterizacao de variedades, e
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estudo das respostas das plantas aos diferentes climas e condigcbes de solo s&o
necessarios neste processo de domesticacdo e devem ser objetivos de futuras pesquisas
com a E. uniflora.

A analise integradora dos artigos aqui referenciados revela que a E. uniflora tem
elevado apelo comercial, e que o numero de artigos publicados com a espécie cresce a

cada ano.

Referéncias Bibliogréaficas
As referéncias citadas neste capitulo estdo listadas ao final da dissertacdo em

um anico tépico com todas as demais referéncias.
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Capitulo I

Microsporogénese e viabilidade polinica de pitangueira (Eugenia unifloraL.) em

fragmentos de floresta Ombrafila Mista.

35
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Resumo

A fragmentacdo de habitat, por diminuir o numero de individuos de uma
populacédo, favorece a perda de variabilidade genética. Guarapuava no interior do Parana
€ um municipio essencialmente agricola e tem muito evidente o processo de
fragmentacéao florestal dentro da sua delimitacdo. Considerando que essa fragmentacéo
pode levar a uma depressao genética e esta pode ter efeitos na meiose, este trabalho
teve como objetivos a analise da microsporogénese em quatro populacdes de
pitangueiras, oriundas de fragmentos florestais, e correlacionar dados genéticos gerados
com isolamento reprodutivo. Para a analise da microsporogénese foram amostradas 16 a
20 plantas de cada fragmento e destas 9.000 células analisadas. Para viabilidade
polinica foram avaliados 152.000 gréos de polen. A diacinese revelou a presenca de 11
bivalentes para todas as amostras. As metafases | e Il apresentaram cromossomos em
ascensao precoce, as anafases | e Il pontes cromossdémicas, a profase Il e as teléfase | e
Il apresentaram micronucleos. As tétrades apresentaram pentades para todas as
populacdes e triades para a populacdo isolada. A microsporogénese foi estavel nas
plantas oriundas de trés dos fragmentos avaliados, apresentando porcentagem de
anormalidades nas fases da meiose, inferior a 4%. Estes fragmentos conectados entre si
por mata ciliar. Um dos fragmentos apresentou de 13% a 21% de anormalidades nas
fases da meiose este esta cercado por areas agricolas isolado dos demais. A viabilidade
polinica mostrou-se acima de 93% para os fragmentos conectados e 73% para o
fragmento isolado. Os dados demonstram que a fragmentacao florestal tem influencia na
meiose, pois a populacdo de Eugenia uniflora do fragmento isolado apresentou maior
porcentagem de anormalidades e menor indice de viabilidade polinica em relacdo as

populacdes coletadas em fragmentos conectados.
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Introducéo

A pitangueira (Eugenia uniflora LINNEU, 1735), pertencente a familia Myrtaceae
€ bem distribuida em todo o territério nacional. Segundo BEZERRA et al. (2002) o cultivo
da pitangueira vem crescendo em razao do uso de seu fruto para preparo de polpa, suco,
sorvetes, refrescos, geléias, licores e vinhos. SOUZA et al. (2007) destacam que a
espécie € uma fonte promissora de compostos antioxidantes e considerada promissora
economicamente na fabricacdo de farmacos e cosméticos. FRANZON (2008),
trabalhando com plantas do banco de germoplasma da Embrapa observou uma taxa de
autofecundacédo de 6,4% para a espeécie, considerando-a autocompativel, no entanto
PELACANI et al. (2000), a consideraram autoincompativel e totalmente dependente de
agentes polinizadores.

Plantas com taxa de fecundacdo cruzada acima de 95%, segundo BOREM &
MIRANDA (2005), sdo caracterizadas como alégamas e possuem, em condicdes
naturais, um mecanismo de reproducdo panmitica, assegurado por mecanismos
fisioloégicos, estruturais, espaciais e/ou temporais capazes de minimizar
endocruzamentos e autofecundacdes. Isso imprime a estas populagcdes uma mistura
heterogénea de gendtipos que, na sua maioria, sdo heterozigotos. Para ESTOPA et al.
(2007) e FERREIRA et al. (2002), populacdes assim apresentam genes deletérios
suprimidos pela heterozigosidade. Para os mesmos autores estes genes em homozigose
afetam a viabilidade reprodutiva do individuo.

Embora os efeitos da endogamia ndo levem a uma depresséo reprodutiva para
todas as espécies (FERREIRA et al., 2002; PAIVA et al., 2006; ESTOPA et al., 2007) o

conhecimento destes efeitos sdo necessarios para verificar 0 quanto uma espécie esta
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ameacada de extingdo, e também para definir qual o melhor procedimento para o
melhoramento comercial.

VIANA (1992) definiu fragmento florestal como a éarea de vegetagcdo natural
interrompida por barreiras antropicas ou naturais capazes de diminuir, significativamente,
o fluxo de animais, pélen ou sementes. As consequéncias desta fragmentacdo e do
isolamento por ela condicionado tém implicacdes ecoldgicas e genéticas, tais como perda
da heterogeneidade de habitats e a diminuicdo da variabilidade genética podendo chegar
ao extremo de extincdo de espécies (LOVEJOY, 1980; KAGEYAMA, 1986; MARTINS,
1987; BIERREGARD et al., 1992; KAGEYAMA,1997; KAGEYAMA & GANDARA, 1998;
SANTOS & KINOSHITA, 2003; RODRIGUEZ-CABAL et al., 2007, MARIANO et al., 2007;
SANTOS et al.,, 2008). A fragmentacdo €, possivelmente, a mais profunda alteracéo

causada pelo homem ao meio ambiente.

De fato, a fragmentacao florestal implica na reducdo de area, destruicdo de
habitats e fragmentacdo das populacfes originais (HARPER, 1977, 1996; LAURANCE
&YENSEN, 1991; GREEN, 1994; TURNER, 1996;), o que resulta na reducdo da
habilidade das populacdes de se adaptarem a mudancas ambientais, levando muitas
espécies a atingirem uma limitacdo evolutiva (KAPOS, 1989; NOSS, 1987; BARRET et
al, 1983; HELDRICK & MILLER, 1992; CANDIDO JUNIOR, 1993; ELLSTRAND & ELAM,
1993). Estes aspectos ainda sdo pouco entendidos e tém despertado o interesse sobre o
estudo das consequéncias da fragmentacao florestal na histdria evolutiva de populacées
naturais de plantas e animais e sobre a conservacao e biodiversidade correlata a estas
alteracdoes (LOVEJOY et al., 1980; BROWN JUNIOR, 1987, BECKER et al.,, 1991;

BIERREGARD et al., 1992; VIANA et al., 1999, BENEDETTI et al., 1993; AIZEN et al.,
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1994; BIERREGARD et al.,, 1995; LAURENCE & YENSEN, 1991; ANDRADE, 1996;
DIDHAM, 1998).

Para RICCI et al. (2007) a meiose € um evento de estabilidade evolucionaria
elevada, pois esté diretamente relacionada ao nimero de cromossomos nos gametas,
sendo que a depressao reprodutiva esta diretamente ligada a erros no andamento das
fases da meiose. Para PAGLIARINI (2002) estes erros podem ser condicionados por
fatores ambientais e ou genéticos. Quando uma planta alégama €é submetida a
autofecundacdo ou a cruzamentos endogamicos, muitos genes, incluindo aqueles
envolvidos no controle da meiose, se expressam em homozigose e podem levar a
irregularidades na microsporogénese que podem levar a reducéo da viabilidade polinica
na planta (RISSO-PASCOTTO et al., 2003).

Guarapuava, no interior do Parana, € um municipio essencialmente agricola e
tem muito evidente o processo de fragmentacdo dentro da sua extensao territorial. Em
2004 a empresa de saneamento do Parana (Sanepar) mapeou com fotos de satélite a
bacia do Rio Jorddo para o programa de recuperacdo de matas ciliares. Este
levantamento possibilitou identificar fragmentos de Floresta Ombrofila Mista conectados
por mata ciliar, e fragmentos totalmente isolados. Alguns destes fragmentos, quando
visitados em loco, apresentaram populacfes de pitangueiras na sua composicao vegetal.

Considerando que a fragmentacao florestal pode levar a reducao da variabilidade
genética, e isto pode ter efeitos na meiose, este trabalho teve como objetivo a analise da
microsporogénese em quatro populacfes de pitangueiras (Eugenia uniflora L.), oriundas
de fragmentos florestais, procurando correlacionar dados citogenéticos com isolamento

reprodutivo.
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Material e Métodos

Neste trabalho foram avaliadas quatro populagcdes de pitangueiras coletadas em
quatro fragmentos de Floresta Ombrdfila Mista localizados na Regido de Guarapuava, PR
(Figura 1). O resumo das caracteristicas de cada fragmento encontra-se na Tabela 01. A
populacdo “A” encontra-se em uma area de oito hectares que estd completamente
isolada de qualquer outro fragmento florestal por grande extensdo de areas cultivadas.
Desta populagéo foram coletados botdes florais de 16 plantas. A populacdo “B” encontra-
se em um fragmento de 120 hectares, conectado aos fragmentos “C” e “D” por mata ciliar
gue acompanha o Rio das Pedras (Figura 1). Desta populacdo foram amostradas 20
plantas. A populagdo “C” esta localizada em um fragmento de 60 hectares. Este
fragmento encontra-se conectado aos fragmentos “B” e “D” por mata ciliar que
acompanha o Rio das Pedras (Figura 1). Desta populacdo foram amostrados botbes
florais de 20 plantas. A populacdo “D” esta localizada em um fragmento de 35 hectares
gue encontra-se conectado aos fragmentos “B” e “C” por mata ciliar que acompanha o
Rio das Pedras (Figura 1). Desta populacdo foram amostrados botdes florais de 20
plantas.

Os dados, idade em anos das matas secundarias e a extensdo em hectares,
foram obtidos por questionarios aplicados aos proprietarios da éarea rural onde a
populacdo amostrada estd localizada e pelo SISLEG (Sistema de Manutencéo,
Recuperacéao e Protecdo da Reserva Legal) da propriedade.

Para a identificacdo das plantas, uma exsicata foi montada e enviada aos
especialistas da Universidade Federal de Sdo Carlos — Campus Sorocaba, sendo as
duplicatas reenviados para o Herbario D. Bento Pickel onde foram incorporados ao
registro SPSF 155.530.
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Tabela 1 - Resumo das caracteristicas dos fragmentos de Floresta Ombréfila Mista onde
se encontram as populacfes de E. uniflora e nimero de plantas amostradas em

cada populacao.

N de |dade da mata
Extensao Coordenadas plantas secundaria Corredor
Fragmento (hd) geogréficas amostradas (ano) ecoldgico
25°22'05,45"S
“A” 8 51°32'27,16°0 16 29 Nao
25°19'24,34”S
“B” 120 51°24'51,42°0 20 41 Sim
25°24°01,17”S
“C” 60 51°25'45,74"0 20 20 Sim
25°26°03,04"S
‘D" 35 51°26'50,78"0 20 23 Sim

Anélise da microsporogénese

Para a andlise das fases da meiose foram coletados separadamente botdes
florais de 16 plantas da populacdo do fragmento “A” e 20 plantas das populacdes dos
demais fragmentos, todas apresentando DAP (diametro na altura do peito) entre 0,15 m e
0,20 m, homogeneizando assim as amostras quanto a pertencerem a uma mesma
geracdo. Os botdes florais foram fixados por 24 horas em solucdo Carnoy (3:1 alcool:
acido aceético glacial). Depois de fixados, os botées foram transferidos para alcool 70% e
mantidos sob refrigeracdo até o momento da confec¢do das laminas. As laminas foram
preparadas pela técnica de esmagamento e coradas com carmim propiénico 0,5%.

Para cada populacédo foram avaliadas no minimo cinco plantas, e de cada planta
foram avaliadas, no minimo, 50 células em cada fase da meiose, amostrado dentre no
minimo, quatro botdes florais, totalizando em torno de 9.000 células. Todas as
anormalidades foram consideradas e as mais representativas foram fotografadas com

auxilio de captura de imagem. O numero de cromossomos foi determinado pela
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contagem dos bivalentes em diacinese.
Para avaliar a viabilidade polinica foram analisadas 16 plantas do fragmento “A” e
20 plantas de cada um dos outros fragmentos, de cada planta quatro botbes florais, de
cada botao floral 500 graos de pélen totalizando 152.000. Os botdes florais usados para
a analise foram os totalmente expandidos, porém em pré-antese. Os grdos de pdélen nao
corados e com material genético em degeneracao foram considerados inviaveis. O indice
meiotico (IM) foi calculado de acordo com LOVE (1949), que corresponde ao niumero de
tétrades normais/numero total de tétrades x 100, sendo consideradas estaveis
meioticamente 0s acessos que apresentarem IM acima de 85%.
A andlise estatistica do indice meidtico entre as populacdes estudadas foi feita por

meio do teste Qui-quadrado (X?) de independéncia (PIMENTEL GOMES, 1987).

A andlise estatistica da viabilidade dos gréos de pdlen das plantas dos quatro
fragmentos, avaliada em laboratorio, foi realizada considerando um delineamento
inteiramente casualizado, em que o numero de botbes florais analisados em cada
populacdo correspondeu ao numero de repeticdes. As médias foram comparadas pelo
teste de Tukey, ao nivel de 1%. As andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio

do programa GENES (CRUZ, 2001).

Foi estimada a correlacao de Pearson entre os atributos porcentagem de graos
de pdlen viadveis e tétrades viaveis, nas populacdes utilizando o programa Excel

(MICROSOFT, 2009).
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Figura 1 - Localizac&o dos fragmentos de Floresta Ombréfila Mista de onde foram coletadas amostras das populacfes de E.
uniflora utilizadas neste estudo, distancias lineares entre os fragmentos e calha do Rio das Pedras conectando os

fragmentos “B”, “C” e “D” por corredor de mata ciliar.
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Resultados

Com excecdo da diacinese, analisada para determinacdo do numero de
cromossomos, as subfases da profase | ndo foram avaliadas devido ao pequeno
tamanho das células meioticas. A contagem dos cromossomos em diacinese revelou a
presenca de 11 bivalentes para todas as amostras (figura 2a, 2b, 2c e 2d), este dado em
conjunto com a identificacdo taxondmica permitiu identificar a espécie em estudo como E.

uniflora, refutando a presenca de E. pitanga (ANGELY, 1965) nas amostras.
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Figura 2 — Células em diacinese das amostras das populacfes de pitangueira analisadas
evidenciando a presenca de 11 bivalentes, caracteristica de E. uniflora. As figuras a, b, ¢
e d representam diacinese das populacgées “A”, “B”, “C” e “D” respectivamente. Aumento

de 1000x.
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A andlise das fases da meiose revelou anormalidades em todas as populacdes
estudadas, no entanto na populacdo “A” estas foram mais frequentes (tabela 2). Em
metafase | a populacdo “A” apresentou 13% das células com anormalidade enquanto as
outras populacdes apresentaram de 3 a 4% de células anormais (tabela 2). As
anormalidades observadas em metafase | foram cromossomos em ascensdo precoce
(figura 3a). Segundo PAGLIARINI & POZZOBON (2005) estas anormalidades sao
causadas pela ndo ocorréncia de permuta génica (ascensao precoce de univalentes). Em
anafase | a populacdo “A” apresentou 21% de células anormais, enquanto as demais
populacdes apresentaram entre 4% e 5% de anormalidades (tabela 2). Nestas fases
foram observadas terminalizacdo tardia de quiasmas (figura 3b) e cromossomos
retardatarios (figura 3c). Os cromossomos retardatarios observados em anafase |
geraram teléfases | e profases Il com micronucleos. Na meiose Il também foram
observadas anormalidades, e novamente na populagcédo “A” estas foram mais abundantes
(tabela 2). Em metafase Il foram observados cromossomos em ascenséo precoce (figura
3d), em anafase Il foram observados cromossomos retardatarios (figura 3e). Estas
anormalidades, como descrito por SOUSA (2010), levam a formacédo de telofases Il com
micronucleos (figura 3f e 3g) e pentades contendo quatro microcitos de tamanho normal
e de um micrécito de tamanho reduzido (figura 3h). Outras anormalidades também
observadas foram assincronia de fase e presenca de fusos convergentes. Estes fusos
convergentes como descrito por TECHIO (2002) levam a formacédo de telofase Il
trinucleada com ndcleos de restituicdo (figura 4a e 4b) e consequente formacdo de
triades (figura 4c). Estas triades formaram gréos de pdlen nao reduzidos (figura d). Além
destas anormalidades foram observadas algumas raras, dentre elas a presenca de

diades (figura 3i) e formagdo de pontes citoplasmaticas entre células maes de gréos de
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polen (figura 5a) e material genético extra em diacinese (figura 5b e 5c). A presenca de
pontes citoplasmatica e cromossomos extras em diacinese caracterizam citomixia.
Segundo PAGLIARINI (1990) a citomixia € o processo de transferéncia de cromossomos
através de pontes citoplasmaticas entre as células maes de graos de polen.

Houve diferencas entre o indice meiético das populacdes estudadas, detectadas
pelo teste de X? sendo que na populagdo “A” o IM foi significativamente inferior as
demais populagdes.

A analise da viabilidade polinica revelou a presenca de graos de polen estéreis
em todas as populacbes avaliadas (figura 4e e 4f), no entanto na populacdo “A’
porcentagem foi bastante elevada em relacdo as outras populacbes (tabela 2). Além de
graos de polen estéreis foram observados graos de polen diminutos e graos de polen nao
reduzidos (figura 4d).

A analise de variancia apresentada na tabela 4 confirma a ocorréncia de
diferencas significativas entre as populacdes quanto a porcentagem de gréos de polen
viaveis. As populacfes dos fragmentos “C” e “D” apresentaram as maiores medias, néo
diferindo estatisticamente entre si. Contudo, essas duas populacdes diferiram
significativamente das popula¢des dos fragmentos “A” e “B” pelo teste de Tukey, sendo
gue a populacéo “A” apresentou a menor média (tabela 3).

Os valores do desvio padréao calculado sobre a porcentagem de grédos de pdlen
viaveis das plantas amostradas nos fragmentos “A”, "B”, "C” e "D” foram “A”( 9,10), “B”
(2,98), “C” (1,78) e “D” (1,34). Assim, verificou-se que as plantas da populacao isolada

apresentaram variacfes mais discrepantes em relacdo as demais.



Programa de P6s-Graduacgdo em Biologia Evolutiva (UEPG-UNICENTRO)

Tabela 2 - Resultado da andlise da microsporogénese em quatro populacdes de pitangueira (E. uniflora)

coletadas no municipio Guarapuava, Parana nos anos de 2008/2009.

Fragmento Meiose | Meiose I

Associacao Disjuncéo Associacdo Disjun¢éo

Metafase | Anafase | Tel6fasel Profasell Metafasell Anafasell Telofasell  Tétrade IM

% % % % % % % %

"A" 87 79 84 82 79 71 87 73 70,8
"B" 96 95 96 98 96 94 96 88 95,2
"C" 97 96 98 100 97 96 96 93 97,2
"D" 96 96 100 99 96 96 99 100 100

%= Percentual de células normais; IM= indice Meidtico

Tabela 3 - Resultados da andlise da viabilidade polinica em quatro populagdes de pitanga (E. uniflora)

coletadas na no municipio Guarapuava, Parana nos anos de 2008/2009.

Fragmento Numero de plantas Numero de botbes Numero de graos Média de gréos
amostradas florais amostrados de pdlen amostrados de pdlen viaveis
A 16 64 32000 82,62%a
"B" 20 80 40000 93,06%b
"C" 20 80 40000 96,77%cC
"D" 20 80 40000 97,59%c

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 1 %.
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Figura 3 - Asp.ectos da meiose em Eugenia uniflora. a) Metafase | com cromossomo em
ascensao precoce (seta); b) Anafase | com quiasmas ndo terminalizados (seta); c)
Anéafase | com cromossomos retardatarios (setas); d) Metafase Il com cromossomos em
ascensao precoce (setas); e) Anafase Il com cromossomos retardatarios (seta); f)
Tel6fase 1l com dois nlucleos aparentemente normais (setas curtas) e quatro micronucleos
(setas longas); g) Telofase Il pentanucleada (cada seta aponta um nucleo); h) Tétrade
com presenca de um microcito (seta); i) Diade com presenca de dois nucleos nao
reduzidos (2n) e dois micrécitos (seta). Figuras a, b, c, d, e, f, g, i aumento de 1000x,

figura h aumento de 400x.



49
Programa de P6s-Graduacgdo em Biologia Evolutiva (UEPG-UNICENTRO)

Figura 4 — Aspectos das fases finais da meiose e dos grdos de pélen em Eugenia
uniflora. a e b) Teléfases Il trinucleada com nucleo de restituicdo (setas); c) Triade
contendo dois microsporécitos normais e um nédo reduzido (seta); d) Graos de podlen
normais (cabeca de seta), ndo reduzido (seta grande) e de tamanho diminutos (seta
pequena); e) Gréo de pdlen estéril; f) Grao de pdlen fértil. Figuras a, b, c, e, f aumento

de 1000x, figura d aumento de 400x.
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Figura 5 - Evidéncia de citomixia em Eugenia uniflora. a) Células maes de grédo de pdlen
com pontes citoplasmaticas (setas); b, c) Diacinese com material genético extra (setas)
originado pela transferéncia de cromossomos através das pontes citoplasmaticas

observadas nas células maes de graos de pélen. Aumento de 1000x.

Tabela 4. Andlise de variancia da porcentagem de graos de pdlen normais, dos botbes

florais amostrados em quatro populagdes de pitangueiras do municipio de Guarapuava

PR.
F.V. GL SQ QM F Probabilidade
Populacédo 3 9734,3124  3244,7708 153,93 0,00
Residuo 300 6323,8064 21,0793
Total 303 16058,1188

Média geral 93,22
CV(%) 4,92
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Discussao:

A fertilidade das espécies pode ser alterada por mutacfes nos genes
controladores dos eventos citoldgicos da gametogénese (GOLUBOVSKAYA, 1979, 1989;
BAKER et al.,, 1976; PAGLIARINI, 2000; LOGUERCIO & BATTISTIN, 2004) portanto
alteracbes observaveis microscopicamente, nas fases da meiose, podem ser indicativos
de instabilidade reprodutiva na espécie. Segundo PAGLIARINI (2000), a fertilidade das
plantas € produto do comportamento meidtico e a formacdo de gametas funcionais &
controlada por genes que garantem um processo meiotico normal e que estes genes
podem sofrer muta¢des, ocasionando irregularidades que comprometem a fertilidade dos
individuos. Ainda, segundo esta autora as mutacdes meidticas que afetam o pareamento
cromossOmico sao importantes, pois podem levar a esterilidade total da espécie.

A avaliacdo da microsporogénese de maneira geral esta resumida na tabela 2. E
possivel observar que a meiose | e Il nas plantas das populacdes dos fragmentos “B”, “C”
e “D” apresentaram porcentagem media de células normais entre 94% e 100 % revelando
uma tendéncia a correcdo na fase de telofase | e Il das anormalidades visualizadas na
fase de associacao e de disjuncao.

As plantas da populacdo do fragmento “A” apresentaram médias entre 71% e
87% de células normais para as duas fases, sendo a menor média obtida na fase
anafase Il. A variacdo entre as fases de associacdo e disjuncao foi discreta, nao
apresentando claramente nenhum processo de correcdo. As plantas das areas “B”, “C” e
“‘D” apresentaram alta taxa de viabilidade de graos de pdlen, estando acima de 90%

(tabela 3). A viabilidade do pdlen das plantas da area “A” foi em média 78,77%, o que
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esta bem abaixo dos demais fragmentos (tabela 3). AGUILAR & GALETTO (2004)
observaram reducédo da viabilidade polinica em Cestrum parqui que, segundo 0s autores,
€ altamente sensivel a fragmentacdo. Para estes pesquisadores os efeitos da
endogamia, aumentada pela fragmentacdo, sdo as causas possiveis para o baixo vigor
reprodutivo observado e a espécie sofre depressdo por endogamia. CUNNINGHAM
(2000), trabalhando com plantas de Acacia brachybotrya que cresceram em fragmentos
de vegetacdo na Australia, observou menor ndmero de gréos de pdlen nas anteras de
individuos de populagdes fragmentadas do que de populacdes de reservas amplas, bem
como verificou reducdo na frutificacdo nas populacdes de areas fragmentadas. Este
estudo exemplifica as condicbes em que a fragmentacdo do habitat pode produzir um
declinio na polinizacdo e na frutificagcdo subsequtiente quando comparadas aos valores de
populacdes em areas contiguas, nao fragmentadas.

Os indices meidticos (IM) das areas conectadas apresentaram-se entre 95,2% e
100%, e para a area isolada em 70,83% (tabela 2). Segundo LOVE (1949) IMs menores
gue 85% demonstram uma inviabilidade condicionada por aspectos genéticos. Para este
autor plantas cujos indices meidticos estejam acima de 90% s&o consideradas normais
guanto ao comportamento meiotico e, portanto estaveis geneticamente. LOGUERCIO &
BATTISTIN (2004) trabalhando com populacdes naturais de jamboldo (Syzygium
jambolanum) também pertencente as Mirtaceas, encontraram IM acima de 90% e poucas
irregularidades na microsporogénese, considerando seus acessos estaveis quanto a
microsporogénese.

Embora se possa observar no fragmento “A”, plantas com alta taxa de

anormalidades ja na meiose |, € na meiose Il que se acentuam as variages (tabela 2),
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refletindo diretamente na producdo de tétrades anormais, sendo que o coeficiente de
correlacdo de Pearson calculado para as médias de 5 plantas da populagdo “A”, entre o
percentual de grdos de pdélen normais e o porcentual de tétrades normais foi igual a
p=0,87 indicando uma forte correlacdo entre estas caracteristicas. O fragmento “D”
demonstrou ser 0 mais estavel quanto as fases da microsporogénese, ndo apresentando
nenhuma tétrade anormal no material analisado. Os aspectos geograficos associados a
este fragmento levam a inferéncias sobre a intensidade do fluxo génico e a viabilidade
reprodutiva, pois sua localizacdo permite fluxo ndo somente com os fragmentos aqui
estudados, dispostos na bacia do Rio das Pedras, mas também por mata ciliar a
fragmentos ndo estudados aqui, dispostos na bacia do rio Bananas. AIZEN (2007) versa
sobre a simplicidade dos artigos relacionados aos efeitos da fragmentacéo, e argumenta
gue os aspectos relativos normalmente postulados ndo trazem uma real explicitacdo dos
mecanismos inerentes as causas da inviabilidade reprodutiva observada. O autor coloca
a necessidade de se observar os fatores inerentes a planta, ao fragmento e aos
polinizadores. Dentre as principais observacdes, AIZEN (2007) descreve a falta de
esclarecimentos sobre 0os mecanismos que levam a alteracdo na reproducdo. Embora o
autor ndo tenha revisado trabalhos de microsporogénese, suas colocacfes nortearam as
discussbes deste trabalho. Para RISSO-PASCOTTO & ROMAGNOLO (2008) erros
durante a meiose causam anormalidades, que por sua vez, acarretam em
comprometimento da viabilidade do grao de pdlen.

A alta taxa de viabilidade observada nas areas “B”, “C” e “D”, areas conectadas
por corredor ecolégico, podem ser resultados de uma maior “estabilidade genética” dos

genes controladores da meiose e pode estar associada aos fatores de fluxo génico,
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deriva, mutacao e recombinacdo que, em conjunto, refletem a variabilidade genética de
uma populacédo (BIERREGARD et al.,, 1992; KAGEYAMA, 1986; KAGEYAMA, 1997;
KAGEYAMA & GANDARA et al., 1993). Como o fluxo génico € um fator estabilizante, a
existéncia de corredor ecoldgico propiciando o fluxo génico entre estas areas pode ser
responsavel pela alta viabilidade polinica observada. Em contraposicdo, o fragmento “A”,
gue estd isolado, pode estar sofrendo os efeitos da endogamia condicionada pela
fragmentacéao e limitagéo do fluxo génico, pois apresentou claramente desvios do padréo
na microsporogénese, que estdo levando a alteracbes na viabilidade polinica. No
entanto, a endogamia deve ser cuidadosamente avaliada em nivel genético com técnicas
mais diretas para que se possa afirmar que para a espécie em estudo a endogamia tem
implicacdes reprodutivas graves podendo colocar a espécie em risco evolutivo. Se isto for
comprovado podemos afirmar que a populagao “A” estd em um processo de reducdo de
sua variabilidade e, portanto em risco evolutivo.

Embora a citomixia como descrito por CAETANO-PEREIRA & PAGLIARINI
(1997) seja comum em populacfes naturais, 0 aparecimento nas amostras da populacao
do fragmento “A” de triades tem relevancia evolutiva, pois a producdo de gametas 2n
pode levar a processos de poliploidizacdo. COSTA (2004) identificou em seu trabalho de
citotaxonomia em mirtdceas um possivel polipléide de E. uniflora, identificado como E.
pitanga, que tem exatamente o dobro do nimero cromossémico de E. uniflora. Embora
nao tenha sido objetivo do seu trabalho identificar os processos que podem levar a esta
poliploidizacdo € facil inferir que a ndo reducdo de ambos os gametas (masculino e
feminino) de E. uniflora seguida de fecundagé&o pode ter sido o mecanismo pelo qual a E.

pitanga originou-se. No entanto, sdo necessarios estudos mais aprofundados para
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comprovar esta hipotese.

Extensa bibliografia afirma que o processo de especiacdo € resultado do
isolamento genético. Este trabalho demonstrou que fragmentos pequenos e isolados
podem levar ao aparecimento das condicbes relativas a possivel evolucdo por
ploidizagéo, pois a condicdo de cruzamento parental que se eleva a cada nova geracao,
somada ao surgimento de gréos de polen com material genético ndo reduzido aumenta a
probabilidade de formacdo de gametas polipldides e, embora seja necessaria uma
pesquisa mais extensa, a hipotese de evolucédo por poliploidia em espécies do género

Eugenia pode ser levantada.
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Concluséao

Os espécimes de E. uniflora do fragmento isolado, populagao “A”, apresentaram
mais anormalidades meidticas, e menor viabilidade polinica, em relacdo as coletadas em
fragmentos conectados, demonstrando que ha diminuicdo da capacidade reprodutiva

para populag@es de pitangueiras, localizadas em areas fragmentadas.
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