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RESUMO

SANTOS, Lucas Barbosa dos. Estudo da diversidade quimica e genética de Eugenia spp.
no estado de Sergipe. Sdo Cristdvdo: UFS, 2018. 44p. (Dissertagdo — Mestrado em
Agricultura e Biodiversidade).

No Estado de Sergipe encontram-se diversas espécies do género Eugenia e sdo popularmente
chamadas de uvaia. Observa-se que as espécies deste género estdo desaparecendo,
principalmente devido a exploracdo das florestas nativas sem estratégias de manejo, e a
expansao agropecuaria e urbana. Desta forma, o estudo de diversidade quimica e genética tem
sido utilizado como uma ferramenta importante que possibilita reconhecer as espécies com
prioridades de conservagdo ou que podem ser selecionadas em programa de melhoramento
genético, além de auxiliar no estudo de outras potencialidades medicinais. O objetivo desse
estudo foi analisar a diversidade quimica dos 6leos essenciais e a caracterizacdo genética de
populacdes nativas de plantas conhecidas como uvaia (Eugenia spp.) no Estado de Sergipe.
As analises quimicas foram realizadas através da GC/EM/DIC, e as andlises genéticas através
do marcador ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat). No total, 30 compostos foram
identificados nos Oleos essenciais, que se distribuiram dentro dos grupos quimicos
independentemente da espécie e do local de coleta. Pela analise de agrupamento, houve a
formacdo de quatro grupos. O grupo 1, constituido por 4 plantas caracterizou-se por
apresentar 0s compostos a-copaeno (19,06-22,91%), (E)-cariofileno (17,58-21,37%),
germacreno D (11,55-14,28%) e d-cadineno (9,01-11,17%) como majoritarios. O grupo 2,
constituido por 11 plantas, apresentou &-elemeno (2,60-21,18%), germacreno D (6,58-
22,13%) e/ou biciclogermacreno (0-26,36%) como os principais compostos. O grupo 3,
constituido por 9 plantas, caracterizou-se por apresentar espatulenol (18,09-49,61%) e/ou (E)-
B-elemenona (0-30,15%) e muurola-4,10(14)-dien-1-p-ol (5,58-13,35) como composto
majoritario. O grupo 4, constituido por 7 plantas, apresentando espatulenol (2,68-25,62) e (E)-
B-elemenona (35,21-49,05%) como os principais compostos. Nas analises moleculares, a
diversidade genética de Nei (He) variou de 0,25 a 0,29, com valor médio de 0,27 entre as
diferentes espécies de Eugenia estudadas. O indice de Shannon (1) variou de 0,37 a 0,44, com
média de 0,40. O método UPGMA (método de grupo de pares ndo ponderado com média
aritmética) dividiu as plantas em dois grupos, com uma evidente separacdo entre as duas
espécies. As plantas destes dois grupos foram classificadas como Eugenia selloi (O.Berg)
B.D. Jacks e Eugenia subreticulata Glaz. O agrupamento genético mostrou-se diferente do
agrupamento quimico. A diversidade genética dentro de cada espécie pode ser considerada
baixa, devendo-se adotar estratégias de conservacao vegetal. A analise da diversidade quimica
dos Oleos essenciais das espécies individualmente demonstrou a formacédo de trés grupos
quimicos na espécie Eugenia subreticulata e dois grupos quimicos na E. selloi.

Palavras-chave: Eugenia selloi, E. subreticulata, uvaia, planta aromatica, 6leo essencial,
marcador ISSR.

* Comité Orientador: Prof. Dr. Arie Fitzgerald Blank — UFS (Orientador).



ABSTRACT

SANTOS, Lucas Barbosa dos. Study of the chemical and genetic diversity of Eugenia spp.
in the state of Sergipe. Sdo Cristovao: UFS, 2018. 44p. (Thesis - Master of Science in
Agriculture and Biodiversity).*

The state of Sergipe holds several species of the genus Eugenia, which are popularly known
as uvaia. Species of this genus have been disappearing, mainly due to the lack of management
strategies for native forests exploitation and agricultural and urban expansion. Thus, the study
of chemical and genetic diversity has been used as an essential tool that allows recognizing
the species that need conservation priorities, or that can be selected in a breeding program,
besides helping to detect other medicinal potentialities. The objective of this study was to
analyze the chemical diversity of essential oils and the genetic characterization of native
populations of uvaia plants (Eugenia spp.) in the state of Sergipe. The chemical analyses were
performed using GC/MS/FID, and genetic analyses were carried out using the ISSR marker
(Inter-Simple Sequence Repeat). Thirty compounds were identified in the essential oils, which
were distributed within the chemical groups, regardless the species and collection site. The
clustering analysis revealed four groups Group 1, consisting of four plants, was characterized
by having o-copaenoe (19.06-22.91%), (E)-caryophyllene (17.58-21.37%), germacrene D
(11.55-14.28%), and 6-cadinene (9.01-11.17%) as major compounds. Group 2, consisting of
11 plants, presented o&-elemene (2.60-21.18%), germacrene D (6.58-22.13%), and/or
bicyclogermacrene (0-26.36%) as major compounds. Group 3, consisting of nine plants, was
characterized by the presence of spathulenol (18.09-49.61%) and/or (E)-B-elemenone (O-
30.15%) and muurola-4,10 (14) -dien-1-B-ol (5.58-13.35) as major compounds. Group 4,
consisting of seven plants, presented spathulenol (2.68-25.62) and (E)-B-elemenone (35.21-
49.05%) as major compounds. In the molecular analyses, the genetic diversity of Nei (He)
ranged from 0.25 to 0.29, with a mean value of 0.27 between the different Eugenia species.
The Shannon index (1) ranged from 0.37 to 0.44, with a mean of 0.40. The UPGMA method
(unweighted pair group method with arithmetic mean) revealed two groups of plants, with an
evident separation between the two species, which were classified as Eugenia selloi (O.Berg)
B.D. Jacks and Eugenia subreticulata Glaz. The genetic clustering proved to be different from
the chemical clustering. Genetic diversity within each species can be considered as low and
indicates the urge for the development of plant conservation strategies. The individual
analysis of the chemical diversity of the essential oils of the species formed three chemical
groups in Eugenia subreticulata and two chemical groups in E. selloi.

Keywords: Eugenia selloi, E. subreticulata, uvaia, aromatic plant, essential oil, ISSR marker.

* Supervising Committee: Prof. Dr. Arie Fitzgerald Blank — UFS (Advisor).



1. INTRODUGCAO GERAL

O Brasil é considerado o pais com a maior biodiversidade vegetal do mundo e
apresenta cerca de 55.000 espécies catalogadas (Silva et al., 2015). No entanto, apesar dessa
diversidade, percebe-se que muitas espécies ainda ndao foram estudadas com objetivo de se
comprovar o potencial econdmico delas. Segundo Guerra et al. (2001) apenas 1.100 espécies
vegetais foram avaliadas quanto as suas propriedades medicinais e 8% estudadas visando a
descoberta de substancias bioativas.

As plantas sdo fontes importantes de substancias bioativas que podem apresentar uma
diversidade de moléculas com potenciais usos nas seguintes areas: farmacoldgica, agricola,
alimenticia e cosmética. E importante ressaltar que muitas dessas moléculas sdo encontradas
no 6leo essencial, 0 que torna importante seu estudo.

Dentre as diversas familias de Angiospermas, ricas em 0leos essenciais, destaca-se a
familia Myrtaceae. No Brasil, sua riqueza é representada por aproximadamente 1.034
espécies, pertencentes a 23 géneros (Sobral et al., 2015). O género Eugenia é um dos maiores
desta familia. E ao se tratar de Oleo essencial, esse género estd bem representado,
principalmente por apresentar uma composicao quimica diversificada (Dias et al., 2012).

No Estado de Sergipe encontram-se diversas espécies do género Eugenia e sao
popularmente chamadas de uvaia, no entanto, observa-se que essas espécies estdo
desaparecendo, principalmente devido a exploracdo das florestas nativas sem estratégias de
manejo, implantacdo de pastagem e expansdo urbana. Esta extingdo de espécies pode
ocasionar reducdo da variabilidade genética e, consequentemente, perda de compostos
promissores, que podem ser Uteis a0 homem e muitas vezes nem chegam a ser conhecidos.

Desta forma, o estudo de diversidade quimica e genética tem sido utilizado como uma
ferramenta importante que possibilita reconhecer as espécies com prioridades de conservagdo
ou que podem ser selecionadas em programa de melhoramento genético, além de auxiliar no
estudo de outras potencialidades medicinais.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade quimica dos 6leos essenciais € a
diversidade genética de populacdes nativas de Eugenia spp., popularmente chamadas de
uvaia, coletadas no Estado de Sergipe, Brasil.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Familia Myrtaceae

A familia Myrtaceae possui cerca de 132 géneros e aproximadamente 7.000 espécies
(Govaerts et al., 2017) com distribuicdo concentrada principalmente na Australia e na regido
neotropical (Souza & Lorenzi, 2008). No Brasil, sua riqueza é representada por
aproximadamente 1.034 espécies, pertencentes a 23 géneros, com ocorréncia, nos biomas
Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal (Sobral et al., 2015).

Os representantes desta familia sdo arvores ou arbustos que podem ser pequenos ou
grandes e ocorrem em diferentes ambientes. As folhas sdo simples, inteiras, sem estipulas,
com filotaxia opostas ou alternada e espiraladas. Apresentam limbo translicido com
cavidades secretoras. As flores geralmente sdo bissexuais com impanto desenvolvido,
inflorescéncias solitarias ou reunidas e grande numero de estames. O fruto pode ser
indeiscente do tipo baga, deiscente do tipo capsula, drupa, aquénio ou pixidio (Schultz, 1968;
Judd et al., 2002; Sobral et al., 2015).

Esta familia apresenta espécies com potencial econdmico e destacam-se as frutiferas,
cujos frutos podem ser consumidos in natura ou em forma de suco, doces, geleias, sorvetes.
Outras espécies apresentam caracteristicas ornamentais e sdo bastante recomendadas para
paisagismo e recuperacdo de areas degradadas. E existem espécies aromaticas que se
destacam pelo uso do 6leo essencial e na fabricacdo de produtos (Lorenzi et al., 2006; Souza
& Lorenzi, 2008).

Do ponto de vista taxondmico, essa familia é uma das mais complexas, tanto pelo
nimero de espécies, quanto pelo uso das suas caracteristicas para delimitacdo de grandes
grupos (Souza & Lorenzi, 2008). Sdo separados em duas subfamilias: Leptospermoideae e
Myrtoideae. Na primeira predomina um complexo basicamente australiano que reune as
espécies com capsulas ou nozes e folhas alternas ou opostas, abrange géneros como
Eucalyptus, Leptospermoideae, Callistemon, Melaleuca e Metrosideros. E a segunda engloba
as espécies com frutos carnosos do tipo baga e folhas opostas, incluido géneros como
Calyptranthes, Myrcianthes, Psidium, Syzygium e Eugenia (Judd et al., 1999; Judd et al.,
2009).

2.2. Género Eugenia

O género Eugenia é um dos maiores da familia Myrtaceae (Dias et al., 2012) que
contém aproximadamente 3643 espécies (Govaerts et al., 2017), com distribuicdo desde o
México e Caribe até o norte da Argentina. No Brasil sdo estimadas cerca de 350 espécies
(Landrum & Kawasaki, 1997). Segundo Bastos (2016), esse género foi dividido por Berg no
ano de 1861 baseado no tipo de inflorescéncia que cada espécie apresentava: Uniflorae,
Biflorae, Glomeratae, Umbellatae, Corymbiflorae, Racemulosae, Dichotomae, Racemosae,
Phylocalyx e Stenocalyx.

De acordo com a descrigdo boténica, as plantas podem se apresentar tanto na forma de
arvores, arbusto ou subarbustos perenes, sendo lenhosos na base ou com presenca de
xilopédio, podendo atingir de 3 a 12 metros de altura. Suas flores sdo em racemos, isoladas ou
dicasios, antopodio presente, profilos livres que podem ser persistentes ou caducos. Os botdes
florais sdo abertos no apice e apresentam quatro sépalas normalmente com tamanhos
desiguais e pétalas tetrameras semelhantes com coloracéo branca ou rosa péalido, glabras. As
anteras podem apresentar formato arredondado ou oblongo. O ovario é bilocular apresentando
de 3 a 12 dvulos por léculo. Os frutos podem ser do tipo baga globosa a elipsoide,
apresentando diversas coloragdes, entre elas vermelhos, amarelados, alaranjados e até pretos
guando maduros. O nimero de sementes pode variar de uma a trés. O embrido € de coloracéo
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verde ou creme, apresentando uma falsa divisoria intercotiledonar ou cotilédones livres (Prata
et al., 2013; Queiroz et al., 2015).

As espécies desse género se destacam principalmente pelo vasto potencial econdmico,
farmacoldgico, pela comercializacdo dos seus frutos, 6leos essenciais e utilizacdo como
plantas ornamentais (Queiroz et al., 2015). E importante ressaltar que grande parte dessas
espécies sdo utilizadas na medicina popular e avaliadas quanto suas atividades farmacoldgicas
(Dias et al., 2012).

Muitas espécies brasileiras que pertencem ao género Eugenia ja foram descritas
quanto as areas de ocorréncia, uso, fenologia, informacbes ecoldgicas, caracteristicas
morfologicas, producdo de mudas e obtencdo de sementes, dentre elas encontra-se E.
dysenterica DC. (cagaita), E. florida DC (pitanga), E. glazioviana Kiaersk. (guamirim), E.
sonderiana O. Berg (guamirim), E. brasiliensis Lam. (grumixama), E. involucrata DC.
(cerejeira), E. leitonii D. Legrand SP. Inéd. (goiabdo), E. monosperma Vell. (cereja do brejo),
E. myrcianthes Nied. (péssego do mato), E. oeidocarpa O. Berg (cereja da serra), E.
pyriformis Cambess. (uvaia), E. uniflora L. (pitanga), E. robustovenosa Kiaersk. (goiab&o), E.
speciosa Cambess. (laranjinha do mato), E. uruguayensis Cambess. (batinga vermelha), E.
candolleana DC. (ameixa da mata), E. cerasiflora Miq. (mamona), E. copacabanensis
Kiaersk. (Cambui amarelo grande), E. itaguahiensis Nied. (guamixama mirim), E.
macrosperma DC. (falso jambol&do), E. multicostata D. Legrand (araca piranga), E. patrisii
Vahl (ubaia), E. pluriflora DC. (jabuticaba do campo), E. ramboi D. Legrand (batinga), E.
repanda O. Berg (pitanga preta), E. rostrifolia D. Legrand (batinga) (Lorenzi, 2008; Lorenzi,
2009a; Lorenzi, 2009b).

O género Eugenia encontra-se bem representado nas diversas formacgdes vegetacionais
do Brasil. Na literatura existem trabalhos em que as espécies desse género se destacam nos
levantamentos, principalmente pela sua vasta distribui¢do e pelo grande nimero de espécies
existente, como, por exemplo, no levantamento floristico das matas de Restinga arenosa no
Parque Estadual de Itapud, no Rio Grande do Sul, em que foi encontrado um total de sete
espécies da familia Myrtaceae, sendo que quatro destas pertencem ao género Eugenia (E.
hiemalis Cambess., E. myrcianthes Nied., E. speciosa Cambess., E. uruguayensis Cambess.)
(Scherer et al., 2005).

Romagnolo e Souza (2006) estudando na planicie alagavel do Alto Rio Parand,
Estados de Mato Grosso do Sul e Parand, registraram espécies como, E. egensis DC., E.
florida DC., E. hyemalis Cambess., E. klappenbachiana Mattos & D. Legrand, E. moraviana
O. Berg, E. pyriformis Cambess., E. ramboi D. Legrand, E. repanda O. Berg., E. sulcata
Spring. ex Mart. e E. uniflora L., sendo nos meses de setembro e novembro o periodo que foi
encontrado o maior nimero de espécies em floracdo e frutificacao.

No Estado Sergipe ja existe literatura que descreve a flora do Estado, e, ao se tratar
desse género, ja foram identificadas espécies como, Eugenia astringens Cambess., E.
candolleana DC., E. brejoensis Mazine, E. cerasiflora Mig., E. excelsa O. Berg, E. hirta O.
Berg, E. ligustrina (Sw.) Willd., E. punicifolia (HBK) DC., E. rostrata O. Berg, E. schottiana
O. Berg, entre outras (Prata et al., 2013). Houve a realizagdo da descrigdo boténica das
especies, fornecendo informacdes da distribuicdo geografica, alem da elaboracdo de uma
chave de identificagéo para as plantas encontradas no Estado (Prata et al., 2013).

E importante ressaltar que, apesar do género Eugenia ser bem representado nos
levantamentos, percebe-se que ainda existem espécies que apresentam poucas informagdes na
literatura e precisam ser mais estudadas, principalmente quanto ao uso e comprovacao do
potencial econdmico, como é o caso da E. selloi (O.Berg) B.D.Jacks. e E. subreticulata Glaz.,
ambos conhecidos localmente como uvaia.



2.2.1. Eugenia selloi (O. Berg) B. D. Jacks.

A Eugenia selloi (O. Berg) B. D. Jacks. é nativa, endémica do Brasil, conhecida
popularmente como pitangatuba. Essa espécie tem ocorréncia nos dominios fitogeograficos da
Mata Atlantica em tipos de vegetacdo de Floresta Ombréfila e Mata de Restinga, distribuida
geograficamente nas regides Sudeste principalmente na cidade do Rio de Janeiro (Sobral et
al., 2015). Além disso, ocorre também, na regido Nordeste no Estado de Sergipe.

Apesar de poucos relatos na literatura, essa espécie é caracterizada botanicamente por
apresentar folhas de textura coreacea com forma eliptica ou oblonga, inflorescéncia do tipo
racemos auxotélico com brécteas que se perdem ao decorrer do tempo, as flores séo do tipo
bractéolas persistentes, bem vistosas, apresentando quatro sépalas e pétalas, os frutos tém
formato elipsoides normalmente com duas sementes e apresentam um embrido com
cotiléedone fundido (Sobral et al., 2015) (Figura 1)

Figura 1. Planta de E. selloi (A), com detalhe da flor (B) e do fruto (C), em individuo que
ocorre no municipio de Brejo Grande, Sergipe.

2.2.2. Eugenia subreticulata Glaz

A Eugenia subreticulata Glaz., conhecida popularmente como uvaia e pitomba de
cagado, é uma espécie nativa, endémica do Brasil, distribuida geograficamente nas regides
Sudeste (Minas Gerais) e Nordeste (Bahia e Sergipe), com ocorréncia no dominio da Mata
Atlantica em tipos de vegetagdo Caatinga, Cerrado e Floresta Ombrdfila (Prata et al., 2013;
Sobral et al., 2015).

Essa espécie € caracterizada botanicamente como: arvore que nao apresenta pelos
tricomas ou estruturas similares na sua superficie externa exceto nos ramos jovens, lobos do
calice, brécteas, bractéolas, hipanto e bagas estrigosos. Os tricomas séo rigidos com coloragdo
dourado-acastanhados. As folhas sdo pecioladas com laminas membranaceas, formato
eliptico-oblongas, base aguda ou atenuada, e quando jovens apresentam uma coloracao verde-
amareladas. Os botdes florais apresentam um formato piriforme, com bractéolas rudimentares,
lineares. Os frutos sdo bagas que podem apresentar coloragdo amarela, laranja e vermelha que
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varia de acordo com seu amadurecimento e podem apresentar forma arredondado ou mais raro
largo-eliptico (Prata et al., 2013) (Figura 2).

Figura 2. Planta de E. subreticulata (A) e frutos (B), em individuos que ocorrem no
municipio de Po¢o Redondo, Sergipe.

2.3. Diversidade Quimica de Oleos Essenciais

Os Oleos essenciais sdo produtos vegetais naturais que entre suas qualidades
apresentam propriedades bioldgicas, ou seja, exercem uma acdo especifica sobre humanos,
animais e outras plantas. Sdo constituidos por uma mistura compostos volateis (mono- e
sesquiterpenoides, benzendides, fenilpropandides, etc) (Baser & Buchbauer, 2015), com
potenciais usos nas industrias para formulacdo de novos produtos (Souza, 2015), o que torna
importante seu estudo.

O conhecimento da diversidade quimica dos O6leos essenciais pode auxiliar no
estabelecimento de estratégias de conservagdo, programas de melhoramento genético, além de
ser util em estudos de potencialidades fitopatoldgicas, entomoldgicas, medicinais dentre
outras (Nizio et al., 2015; Sampaio et al., 2016; Oliveira et al., 2017; Melo et al., 2018).

Na literatura existem diversas pesquisas caracterizando a diversidade quimica dos
6leos essenciais de espécies da familia Myrtaceae, (Duarte et al., 2010; Demuner et al., 2011,
Duarte et al., 2012; Sampaio et al., 2016; Alves et al., 2016b). Nessa familia encontram-se
espécies que produzem um dos O6leos essenciais mais comercializados no mundo, se
destacando o Eucalipto tipo cineol (Eucalyptus globulus Labill., E. polybractea R.T. Baker,
E. spp.) e o Eucalipto tipo citronela (E. citriodora Hook.). Os 6leos essenciais de Eucalipto
possuem aplicagdo medicinal, industrial e podem ser utilizados em perfumaria. Sao
exportados para diversos lugares do mundo gerando milhGes de délares (Bizzo et al., 2009).

Estudo realizado em populacfes nativas de Myrcia ovata Cambess. (Myrtaceae) no
Estado de Sergipe demonstrou alta diversidade quimica entre os compostos dos 6leos
essenciais, e atividade fungicida contra Fusarium solani (Sampaio et al., 2016). Em
populacdo de Myrcia lundiana Kiaersk. também foram encontradas variagdes na composicao
quimica do 6leo essencial, apresentando 1,8-cineol, acido nerdlico, neral, geranial, isopulegol
e iso-isopulegol como principais compostos (Alves et al. 2016b).

O género Eugenia é um dos maiores da familia Myrtaceae (Dias et al., 2012). As
espécies desse género tém sido amplamente estudadas devido a diversidade quimica presente
nos seus Oleos essenciais. Das plantas estudadas até hoje, ja foram identificados mais de 300
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compostos quimicos, sendo que 69 desses compostos estdo presentes em quantidades
significativas (Stefanello et al., 2011).

O a-pineno, B-pineno, B-cariofileno, espatulenol e o limoneno sdo 0s compostos que se
apresentam em maior quantidade nos 6leos essenciais da maioria das espécies do género
Eugenia, podendo destacar ainda a outros metabolitos como taninos, flavonoides,
triterpenoides (Queiroz et al., 2015). Os compostos aromaticos e alifaticos sdo produzidos por
um numero reduzido de espécies (Stefanello et al., 2011). A E. stigmatosa é uma das espécies
que na literatura apresentam Oleos essenciais completamente incomuns, apresentando
compostos alifaticos, acido feteritico a mais de 90% (Apel et al., 2004).

Nos 6leos essenciais das espécies do género Eugenia, além da grande variabilidade de
quimiotipos, ja foram comprovadas. diversas atividades, dentre elas, atividade antibacteriana,
antifungica, antidiarreica, antioxidante, entre outras (Queiroz et al. 2015). Tais caracteristicas
tornaram 0s Oleos essenciais com grande valor comercial, podendo ser utilizados nas
indUstrias farmacéuticas, de alimentos, produgdo de cosméticos, no setor agricola.

Apesar do grande numero de pesquisas publicadas envolvendo composi¢do quimica,
atividade bioldgica e derivatizacdo dos 6leos essenciais de diversas espécies, percebe-se que
hd muito o que se explorar quando se leva em conta a riqueza e a diversidade da flora
brasileira que é considerada uma das maiores do mundo (Silva et al., 2014), desta forma, a
caracterizacdo de espécies selvagens aromaticas e medicinais é importante, além disso,
entender os fatores que geram essa diversidade quimica pode abrir caminhos para a obtencao
de 6leos essenciais com caracteristicas desejaveis.

2.4. Diversidade genética de plantas aromaticas

O Brasil é um dos paises mais ricos do mundo em recursos biolGgicos e apresenta uma
grande diversidade de espécies com grande potencial, no entanto, com o aumento da
fragmentacdo dos ecossistemas, a conservacdo dos recursos geneticos tem se tornado
prioridade, principalmente pela reducdo das populacbes e perda da diversidade genética
(Costa et al., 2009; Aguiar et al., 2013).

A diversidade genética pode ser definida como a variacdo de sequéncias gendmicas
nos individuos de uma mesma espécie (Hartl & Clark, 2010). Segundo Hughes et al. (2008),
as terminologias usadas para descrever a diversidade genética, geralmente, sdo riqueza alélica,
heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He), tamanho efetivo da populagdo, diversidade
de nucleotideos, porcentagem de loci polimorficos, coeficiente de variancia genética,
herdabilidade. Esses parametros sdo capazes de quantificar o tamanho da variabilidade
genética dentro de uma populagéo.

O estudo da diversidade genética pode identificar alelos que sejam capazes de
proporcionar ao organismo sobreviver nos ambientes mais diferentes ou identificar alelos que
possam afetar a capacidade de o organismo sobreviver em seu habitat. Esta informacéo é de
suma importancia para a conservacdo de germoplasma, identificacdo de individuos,
populacdes, variedades ou ragas com caracteristicas superiores (Duran et al., 2009).

O conhecimento da variabilidade genética de espécies nativas é fundamental,
principalmente para que haja a domesticagéo, incorporagdo nos sistemas produtivos regionais
e até mesmo para éxito de uma estratégia de conservacdo (Costa et al., 2011). No estudo
realizado por Rossi et al. (2014), percebeu-se que para preservar a diversidade genética é
necessario conservar diversos individuos de uma espécie dentro das populacdes naturais,
possibilitando assim a manutengdo da variabilidade genética e a conservacdo efetiva dessas
populagdes.

Tratando-se do estudo de diversidade genética em espécies aromaticas, Aguiar et al.
(2013), realizando pesquisas em populacGes de pitanga (Eugenia uniflora) em remanescentes
florestais, pode levantar informagdes sobre a dinamica e o funcionamento da populagéo, para
conservacao e 0 uso sustentavel da espécie. J& Alves et al. (2016a), analisando plantas de
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Myrcia lundiana em uma populacdo nativa, conseguiram identificar plantas para a
conservacdo e que possivelmente poderiam ser utilizadas em programa de melhoramento,
uma vez que a espécie produz Oleo essencial e alguns individuos apresentaram em seu
genoma a diversidade genética de todo grupo de plantas estudadas.

Estudos de diversidade genética realizados por Almeida-Pereira et al. (2017) em
quatro populaces nativas de Croton tetradenius Baill, espécie com potencial inseticida e
medicinal, forneceram informacdes para a selecdo de genotipos para o banco de germoplasma
de plantas medicinais e aromaticas da Universidade Federal de Sergipe.

As relacbes entre individuos, populacdes, variedades ou racas, assim como
informacdes a respeito da diversidade genética sdo relevantes, pois, a partir delas, é possivel
aprimorar as atividades em programas de conservacdo de germoplasma ou de melhoramento
genético. Esses conhecimentos contribuem também para a conservagdo bioldgica das espécies
e para futuros estudos de evolucéo e ecologia de populagdes (Duran et al., 2009).

Atualmente existem diversos métodos disponiveis que permitem a avaliagdo da
diversidade genética em nivel de DNA. Esses métodos sdo baseados nas técnicas de PCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase), que permitem amplificar sequéncias especificas do DNA,
determinando seu polimorfismo genético através de um numero limitado de marcadores
moleculares (Frankham et al., 2008; Lima et al., 2015).

2.4.1. Marcadores Moleculares ISSR

Com os avancos da biotecnologia, o surgimento dos marcadores moleculares
possibilitou a diferenciacdo genotipica de forma habil, pois permite o estudo da variabilidade
genética em nivel de DNA (Souza, 2015). Os marcadores moleculares podem ser utilizados
em estudos de diversidade genética, caracterizacdo de variedades, linhagens ou hibridos na
protecdo de cultivares, identificacdo de acessos duplicados em bancos de germoplasma, além
disso, eles podem auxiliar em estudos de filogenias, diagnose de doencas entre outros
(Aguiar, 2012).

Dentro dos diversos tipos de marcadores moleculares existentes, o ISSR (Inter Simple
Sequence Repeat — sequéncias simples repetidas internas), foi desenvolvido a partir da
necessidade de explorar repeticdes microssatélites sem a necessidade do conhecimento prévio
do sequenciamento do DNA da espécie-alvo (Zietkiewicz et al., 1994). O marcador ISSR tem
sido descrito como eficiente para avaliar a diversidade genética tanto entre como dentro de
populagdes (Rossi et al., 2014; Chagas et al., 2015) séo considerados eficazes, devida a
deteccdo do elevado grau de polimorfismo e por ser uma técnica de baixo custo (Borba et al.,
2005).

O marcador ISSR, apesar de ser semelhante ao RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA - polimorfismo de DNA amplificado ao acaso), pois ambos aplificam
sequéncias aleatorias no genoma, é tido como mais reproduzivel (Guimaraes et al., 2009).
Ramalho et al. (2016) empregaram marcadores ISSR na espécie Bertholletia excelsa Bonpl., e
esses marcadores possibilitaram identificar a variabilidade genética entre os individuos, para
inferir a melhor forma de conservacéo, além de reconhecer os genotipos mais divergentes que
podem ser priorizados na coleta de germoplasma e utilizados em futuros programas de
melhoramentos.

Marcadores ISSR tém sido utilizados em estudos de diversidade genética em diversas
especies; Capsicum spp. (Moulin et al., 2013); Malpighia emarginata (Lima et al., 2015);
Elaeis guineensis (Pontes et al., 2015); Theobroma grandiflorum (Silva et al., 2016);
Bertholletia excels (Ramalho et al., 2016); Myrcia lundiana (Alves et al., 2016a). No entanto,
apesar de existirem pesquisas na literatura utilizando marcadores moleculares ISSR em
plantas da familia Myrtaceae, percebe-se que ainda ndo existe estudo com as espécies
Eugenia selloi e Eugenia subreticulata, sendo este um dos fatos que justifica a realizacdo
dessa pesquisa.
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4 ARTIGO 1: ANALISE DA DIVERSIDADE QUIMICA E GENETICA DE Eugenia
spp. (MYRTACEAE)

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo analisar a diversidade quimica dos 6leos essenciais e a
diversidade genética de 31 plantas do género Eugenia que apresentam caracteristicas
morfologicas semelhantes e que estdo localizadas em trés municipios do Estado de Sergipe,
Brasil. As analises foram feitas utilizando o GC/FID e ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat),
respectivamente. No total, 30 compostos foram identificados nos 6leos essenciais, que se
distribuiram dentro dos grupos quimicos, independentemente do local de coleta. Pela analise
de agrupamento, houve a formacéo de quatro grupos. O grupo 1, constituido por 4 plantas,
caracterizou-se por apresentar alto teor de a-copaeno (19,06-22,91%), (E)-cariofileno (17,58-
21,37%), germacreno D (11,55-14,28%) ¢ 6- cadineno (9,01-11,17%). O grupo 2, constituido
por 11 plantas, apresentou &-elemeno (2,60-21,18%), germacreno D (6,58-22,13%) e/ou
biciclogermacreno (0-26,36%) como 0s principais compostos. O grupo 3, constituido por 9
plantas se caracterizou por apresentar espatulenol (18,09-49,61%) e/ou (E)-B-elemenona (O-
30,15%) e muurola-4,10(14)-dien-1-p-ol (5,58-13,35) como compostos majoritario. O grupo
4, constituido por 7 plantas apresentando espatulenol (2,68-25,62) e (E)-p-elemenona (35,21-
49,05%) como os principais compostos. Nas analises moleculares, a diversidade genética de
Nei (He) variou de 0,25 a 0,29, com valor médio de 0,27 entre as plantas Eugenia spp. O
indice de Shannon () obtido variou de 0,37 a 0,44, com média de 0,40. O método UPGMA
(método de grupo de pares ndo ponderado com média aritmética) auxiliou na classificacdo das
espécies, dividindo as plantas em dois grupos, com uma evidente separacgéo entre E. selloi e E.
subreticulata, mostrando-se bem diferente do agrupamento quimico. O conhecimento da
diversidade quimica e diversidade genética de E. selloi e E. subreticulata, ilustrado neste
estudo, pode contribuir para a conservacdo e utilizacdo de recursos destas espécies, além de
auxiliar em novos estudos para teste de potencialidades medicinais, farmacoldgicas,
fitopatoldgicas, entre outros.

Palavras-chave: Eugenia selloi, Eugenia subreticulata, 6leo essencial, marcador molecular
ISSR, conservacao.
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4.1. INTRODUCAO

O Brasil é considerado o pais com a maior biodiversidade vegetal do mundo e
apresenta cerca de 55.000 espécies catalogadas (Silva et al., 2015). Dentre as pesquisas
realizadas com espécies aromaticas e/ou medicinais, os estudos da diversidade quimica e
genética sdo importantes, pois fornecem informagdes para uso e conservagdo dos recursos
vegetais (Rustaiee et al., 2013; Celestino et al., 2015).

O conhecimento da diversidade quimica dos Oleos essenciais, além de permitir
identificar os quimiotipos que as plantas apresentam, também impulsiona pesquisas
relacionadas a investigacdo de potenciais atividades fitopatoldgicas, entomoldgicas,
medicinais entre outras (Nizio et al., 2015; Sampaio et al., 2016), assim como a diversidade
genética possibilita reconhecer as plantas com prioridades de conservacdo, para serem
utilizadas em programa de melhoramento genético (Alves et al., 2016a), além de identificar a
variabilidade tanto entre como dentro de populagdes (Alvares-Carvalho et al., 2016).

A familia Myrtaceae apresenta plantas aromaticas com 6leos essenciais que podem ser
utilizados nas industrias de diversos setores (Bizzo et al., 2009). O género Eugenia, um dos
maiores da familia Myrtaceae (Dias et al.,, 2012), tem sido amplamente estudado por
apresentar espécies com potencial econémico, farmacolégico e uma grande diversidade
guimica presente nos seus 0Oleos essenciais (Queiroz et al., 2015). Segundo Stefanello et al.
(2011), j& foram identificados mais de 300 compostos nas especies desse género. Além disso,
atividades bioldgicas ja foram descritas para seus 6leos essenciais, dentre elas, antioxidante e
antifingica [Eugenia caryophyllata L. Merr. & Perry (Chaieb et al., 2007)]; atividade
bacteriostatica [Eugenia pyriformis Cambess. (Stieven et al., 2009)]; antileishmania [Eugenia
uniflora L. (Rodrigues et al., 2013)]; atividade antidiarreica [Eugenia dysenterica DC.
(Galheigo et al., 2015)].

A caracterizacdo quimica e agrondmica em plantas aromaticas e medicinais permite
distinguir os gendtipos, no entanto, a composi¢cdo dos 6leos essenciais pode ser alterada por
fatores ambientais, com isso, o uso de ferramentas moleculares torna-se essencial e
complementar na caracterizacdo da diversidade genética dessas plantas (Celestino et al. 2015).

Estudos de diversidade genética em plantas sdo frequentemente realizados utilizando
marcadores moleculares (Alves et al., 2016a). Dentre os principais tipos de marcadores, o
ISSR tem sido descrito como eficiente para avaliar a diversidade genética, tanto entre como
dentro de populacbes (Rossi et al., 2014; Chagas et al., 2015), além de eficazes, devido a
deteccdo do elevado grau de polimorfismo e por ser uma técnica de baixo custo (Borba et al.,
2005).

Estudos comprovaram a eficiéncia dos marcadores moleculares ISSR na identificacdo
da variabilidade genética em Myrcia laruotteana Cambess. (Lima et al., 2014), Eucalyptus
cladocalyx F. Muell (Ballesta et al., 2015), Myrcia lundiana Kiaersk (Alves et al., 2016a),
Campomanesia phaea (O. Berg) Landrum (Santos et al., 2016), as quais também sdo espécies
da familia Myrtaceae.

Existem espécies frutiferas do género Eugenia no Estado de Sergipe conhecidas
popularemente como Uvaia que compartilham caracteristicas morfoldgicas semelhantes, cujos
frutos sdo consumidos in natura e utilizados na producdo de sucos, sorvetes, doces, licores,
geleias, no entanto, essas especies nunca foram estudadas quanto a diversidade genética e
guanto a composi¢do quimica dos seus 6leos essenciais.

E importante ressaltar que essas espécies do género Eugenia, além de estarem situadas
em éreas fragmentadas, estdo com suas populacfes cada vez menores devido a expansao
urbana e implantacdo de pastagem nas areas de ocorréncia. Todos esses fatores podem
acarretar na reducdo da variabilidade genética (Dobes et al., 2017) e consequentemente perda
de compostos promissores que podem ser Uteis ao homem e muitas vezes nem chegam a ser
conhecidos.
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Desta forma, o objetivo desse estudo foi analisar a diversidade quimica dos Oleos
essenciais e a caracterizacdo genética de populagbes nativas de plantas conhecidas como
uvaia (Eugenia spp.) no Estado de Sergipe.
4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1. Areas de estudo e material vegetal

Foram estudadas trés populacdes nativas de plantas popularmente conhecidas como
uvaia (Eugenia spp.) encontrados em trés municipios do Estado de Sergipe, Brasil (Figura 1).

EERE B TS
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Figura 1. Mapa com a localizacdo das plantas do género Eugenia coletadas em populagdes
naturais no Estado de Sergipe, Brasil.

Projegdo: G CS
Escala:1:1.100.000

As populacdes 1 e 2 foram compostas por individuos localizadas no dominio do bioma
Caatinga nos municipios de Poco Redondo e Porto da Folha, respectivamente. A populacéo 3
foi composta por individuos localizados em Mata de Restinga no municipio de Brejo Grande
(Tabela 1), totalizando 31 plantas. A identificacdo das espécies foi feita pelo taxonomista de
Myrtaceae, professor Dr. Marcos Eduardo Guerra Sobra
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Tabela 1. Identificacdo das plantas de Eugenia spp. coletadas em trés locais do Estado de
Sergipe, Brasil.

Cédigoda Pop. N Origem Informacdes georreferenciadas
planta (Municipio, povoado)
9°57'49.9"S 37° 51' 41.0"W; 9° 57' 48.5"S 37°51' 41.1"W
EUG 1 07 Pogo Redondo, 9°57'45.9"S 37° 51' 39.4"W; 9° 57' 48.2"S 37° 51' 40.8"W
001-007 Serra da Guia 9°57'52.9"S 37° 51' 44.9"W; 9° 57" 49.8"S 37° 51' 41.5"W

9°57'48.1"S 37° 51' 39.8"W

9°58'46.9"S 37° 27' 5.9"W; 9° 58' 48.6"S 37° 27' 7.0"W
9° 58' 48.5"S 37° 27' 7.7"W, 9° 58' 48.0"S 37° 27' 10.6"W
EUG Porto da Folha, 9° 58'46.4"S 37° 27' 8.5"W; 9° 58' 44.4"S 37° 27' 6.9"W
101-112 Lagoa do Rancho 9° 58'42.5"S 37° 27' 8.3"W; 9° 58'42.4"S 37° 27' 8.4"W
9° 58'42.4"S 37° 27' 7.6"W; 9° 58' 52.8"S 37° 27' 9.2"W
9° 58' 46.6"S 37° 26' 47.5"W; 9° 58' 53.3"S 37° 26' 34.8"W

10° 48' 24.6"S 36° 46'43.5"W; 10° 48' 28.9"S 36°46'50.1"W

10° 48' 30.0"S 36° 46'53.9"W; 10° 48' 31.9"S 36°46'54.5"W

EUG Brejo Grande, 10° 48' 29.8"S 36° 46'56.3"W; 10° 48' 29.3"S 36°46'55.8"W
201-212 Brejo dos Negros 10° 48' 30.2"S 36° 45'95.2"W, 10° 48' 30.4"S 36°45'96.7"W
10° 48' 31.2"S 36° 45'90.8"W, 10° 48' 32.8"S 36°45'89.5"W

10° 48' 33.2"S 36° 45'83.9"W, 10° 48' 33.0"S 36°45'79.0"W

Para o estudo de diversidade quimica, folhas de todos os individuos foram coletadas
entre 0 més de agosto e setembro. As folhas foram colocadas em sacos de papel devidamente
identificados e transportadas para o Laboratorio de Recursos Genéticos Vegetais e Oleos
Essenciais do Departamento de Engenharia Agrondmica da Universidade Federal de Sergipe,
Sdo Cristovdo, SE, Brasil, onde foram secas em estufa com circulacdo forcada de ar a 40°C
durante cinco dias. Para analise molecular, as folhas de cada individuo foram coletadas e
colocadas em sacos plastico com silica, selados e identificados, em seguida armazenadas em
freezer a -20°C até 0 momento da extracdo do DNA.

4.2.2. Extracdo e andlise da composi¢do quimica dos 6leos essenciais

Os 0leos essenciais das 31 plantas foram extraidos por meio de hidrodestilagdo em
aparelho do tipo Clevenger adaptado. Amostras de 50g de folhas secas, em triplicata, foram
destiladas por 120 minutos em 2 litros de agua. Os O6leos essenciais obtidos foram
armazenados em frascos de vidro ambar com tampas seladas e guardados em freezer na
temperatura de -20°C.

As andlises da composicdo quimicas dos O6leos essenciais foram realizadas no
Laboratorio de Cromatografia do Departamento de Quimica (DQUI/UFS), utilizando um
aparelho de Cromatografia Gasosa acoplado a Espectrometria de Massas e Detector de
lonizagdo por Chama - CG/EM/DIC (GCMSQP2010 Ultra, Shimadzu Corporation, Kyoto,
Japdo) equipado com um amostrador com injecdo automatica AOC-20i (Shimadzu). As
separagdes foram realizadas em uma coluna capilar de silica fundida Rtx®-5MS Restek (5%-
difenil-95%-dimetilpolisiloxano) 30 m x 0,25 mm de didametro interno, 0,25 mm de espessura
de filme, em um fluxo constante de gas hélio 5.0 com taxa de 1,0 mL.min. A temperatura de
injecéo foi de 280°C, 1,0 puL (10 mg mL*) de amostra a ser injetada, com uma razdo de split
de 1:30. A programacdo de temperatura do forno iniciard a partir de 50°C (isoterma durante
1,5 min), com um aumento de 4°C min, até atingir 200°C. Em seguida, aumentara a cada
10°C min! até atingir 300°C, permanecendo, entdo, por 5 min.

Para 0 CG/EM as moléculas foram ionizadas por ionizagéo por elétrons com energia
de 70 eV. Os fragmentos foram analisados por um sistema quadrupolar programado para
filtrar fragmentos/ions com m/z na ordem de 40 a 500 Da e detectados por um multiplicador
de elétrons. O processamento de dados foi realizado com software CGMS Postrun Analysis
(Labsolutions- Shimadzu). O processo de ionizacdo para 0 CG/DIC foi realizado pela chama
proveniente dos gases hidrogénio 5.0 (30 mL min) e ar sintético (300 mL min'). As espécies
coletadas e a corrente elétrica gerada foram amplificadas e processadas. O processamento de
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dados foi realizado utilizando o software CG Postrun Analysis (Labsolutions- Shimadzu). A
identificacdo dos constituintes dos 6leos essenciais foi realizada com base na comparacéo dos
indices de retencdo da literatura (ADAMS, 2007).

Para o indice de retencdo foi utilizada a equagédo de Van Den Dool e Kratz (1963) em
relacdo a uma serie homdloga de n-alcanos (nC9- nC18). Além disso, também foram
utilizadas bibliotecas do equipamento WILEYS8, NIST107 e NIST21 que permitem a
comparacdo dos dados dos espectros com aqueles constantes das bibliotecas utilizando um
indice de similaridade de 80%.

4.2.3. Extracdo do DNA e amplificacdo PCR-ISSR

O DNA foi extraido pelo método descrito por Nienhuis et al. (1995), com
modificagdes. Foram utilizados 10 primers ISSR (Tabela 4). A PCR foi realizada em um
volume total de 12uL contendo 1,5 pL. de DNA diluido (5 ng / puL), tampéo Green Gota q 5X
(Promega); dNTPs (2,5 mM); MgCl2 (50 mM); BSA (1 pg/ pL ); enzima Taq polimerase (3,5
pL) (Promega); primer (2 pL) e 3,0 pL de &gua ultrapura. A amplificacdo foi realizada em
termociclador (PTC-100, MJ Research Inc., Quebec, Canada) com o programa de 90
segundos a 94°C para a desnaturacao inicial; 35 ciclos de desnaturagdo durante 45 segundos a
94°C; Anelamento durante 30 segundos a temperatura especifica indicada para cada primer
(iniciador); 90 segundos para a extenséo a 72 °C, seguido por um ciclo de extensdo final de 72
°C durante 5 minutos. Os produtos da PCR foram visualizados em gel de agarose 1,5% (1X
TBE: Tris 89 mM, écido bérico 89 mM, EDTA 2,5 mM, pH 8,3), apos corridas eletroforéticas
realizadas a 120V durante 2 horas. O gel foi corado com corante GelRed®, visualizado sob
luz UV e fotografados por um fotodocumentador (Locus Labimage 1.0).

4.2.4. Analise dos dados

A partir dos dados obtidos das analises dos constituintes quimicos dos &leos
essenciais, foram realizadas duas analises multivariadas, analise de agrupamento e analise de
componentes principais (ACP) usando o software Statistica. Em seguida, uma matriz de
dissimilaridade foi construida com base na constituicdo quimica dos 6leos essenciais de cada
planta com base em suas distancias euclidianas. A matriz de dissimilaridade foi simplificada
com dendrogramas usando o método de agrupamento de Ward, além disso, foi realizada
analise de correlacdo entre todos os constituintes quimicos do 6leo essencial das plantas
amostradas. Para os resultados do teor dos dleos essenciais, os dados foram submetidos a
analise de variancia, comparados pelo teste Scott-Knott a 5 %, sendo as analises realizadas
pelo programa Sisvar 4.2 (Ferreira, 2003). Diante da descoberta das plantas do género
Eugenia se tratarem de duas espécies (Eugenia subreticulata Glaz. e Eugenia selloi (O. Berg)
B.D.Jacks.), realizou-se as analises multivariadas separadamente para cada uma delas como
descrito acima.

Na andlise dos dados moleculares, os fragmentos ISSR gerados pela eletroforese
foram convertidos em uma matriz binaria, com base na presenca (1) ou auséncia (0) da banda.
Apenas as faixas dos fragmentos visiveis foram utilizadas. Foi estimado o nimero 6timo de
fragmentos selecionando a menor populagdo para obter o valor de estresse pelo software
GENES (Cruz, 2013). Os indices de diversidade genética de Nei (He) e o indice de Shannon
(1) foram calculados pelo programa Genalex. O coeficiente de similaridade foi calculado entre
cada par de individuo utilizando o indice de Jaccard (Jaccard, 1908). Para a construgdo de um
dendograma, pelo método do grupo de pares ndo ponderado com média aritmética (UPGMA)
foi utilizado o software NTSYS 2.1 pc (Rohlf, 2002).

Para analisar a estrutura genética com um metodo de agrupamento Bayesiano (Hubisz
et al. 2009), foi utilizado o programa STRUCTURE v.2.3.3. O modelo de "adi¢cdo™ foi
utilizado com frequéncias de alelos correlacionados, e as simula¢fes foram realizadas com
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burn-in de 100.000 geracdes e valores de K variando de 1 a 6 (K = numeros de grupos
formados de acordo com o software Structure). O nimero de agregados (K) foi determinado
utilizando STRUCTURE HARVESTER (Earl and von Holdt, 2012).

4.3. RESULTADOS
4.3.1. Analise da diversidade quimica nos 6leos essenciais

De acordo com a analise da composicdo quimica foram identificados 30 compostos
nos Oleos essenciais das plantas de Eugenia spp. (Tabela 2). Os principais compostos

detectados definiram a formacdo de 4 grupos quimicos, de acordo com a analise de
agrupamento (Figura 2).
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Figura 2. Dendrograma bidimensional representando a similaridade entre 31 plantas de
Eugenia spp. para a composi¢do quimica do dleo essencial.

Considerando as similaridades dos compostos quimico dos 6leos essenciais das plantas
de Eugenia spp., 0s grupos foram caracterizados como; Grupo 1: constituido pelas plantas
EUG-210, EUG-207, EUG-211, EUG-203 apresentando a-copaeno (19,06-22,91%), (E)-
cariofileno (17,58-21,37%), germacreno D (11,55-14,28%) e &- cadineno (9,01-11,17%)
como compostos majoritarios; Grupo 2: constituido pelas plantas EUG-212, EUG-208, EUG-
204, EUG-202, EUG-209, EUG-201, EUG-206, EUG-108, EUG-107, EUG-105, EUG-104,
com dé-elemeno (2,60-21,18%), germacreno D (6,58-22,13%) e/ou biciclogermacreno (O-
26,36%) como compostos majoritarios; Grupo 3: constituido pelas plantas EUG-205, EUG-
111, EUG-101, EUG-110, EUG-103, EUG-005, EUG-004, EUG-109, EUG-002,
apresentando espatulenol (18,09-49,61%) e/ou (E)-p-elemenona (0-30,15%) e muurola-
4,10(14)-dien-1-p-ol (5,58-13,35) como compostos majoritarios; Grupo 4: constituido pelas
plantas EUG-112, EUG-106, EUG-102, EUG-006, EUG-003, EUG-007, EUG-001,
apresentando espatulenol (2,68-25,62) e (E)-p-elemenona (35,21-49,05%) como compostos
majoritarios (Figuras 2 e 3). O composto espatulenol estava presente em todas as plantas de
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Eugenia estudadas, variando de 2,62% (EUG-210) a 49,61% (EUG-101) (Tabela 2). As
plantas EUG-102 e EUG-106 apresentaram maior teor de 6leo essencial, 1,80% e 1,87%
respectivamente (Tabela 2).
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Figura 3. Médias dos principais constituintes quimicos do 6leo essencial dos quatro grupos
quimicos de Eugenia spp. (C03) d-elemeno, (C04) a-copaeno, (C05) B-bourboneno, (CO8)
(E)-cariofileno, (C09) cedreno, (C12) a-humuleno, (C13) a-neo-clovene, (C14) germacreno
D, (C15) biciclogermacreno, (C16) B-bisaboleno, (C17) 8- cadineno, (C18) espatulenol, (C20)
globulol (C21) viridiflorol, (C23) (E)-p-elemenona, (C24) muurola-4,10(14)-dien-1-B-ol,
(C27) a-cadinal, (C28) (Z,E)-germacrona e (C30) (E,E)-germacrona.

Na andlise de componente principal (Figura 4), o componente principal primario
representou 38,02 % da variacao total e foi relacionado positivamente com 0s compostos a-
copaeno (r=0,84), B-bourboneno (r=0,87), (E)-cariofileno (r=0,91), p-cedreno (r=0,86), a-
humuleno (r=0,93), a-neo-cloveno (0,74), B-bisaboleno (r=0,73), &-cadineno (r=0,77), e
negativamente com B-elemeno (r=-0,69). O componente principal secundario representou
15,08% da variacdo total e foi relacionado positivamente com 0s compostos o&-elemeno
(r=0,77), germacreno D (r=0,74), globulol (r=0,87), viridifloral (r=0,80), a-cadinol (r=0,74), e
negativamente com e (E)-B-elemenona (r=-0,67).

Analisando os constituintes quimicos encontrados no éleo essencial das espécies do
género Eugenia, observou-se alta correlacdo positiva entre alguns deles (Tabelas 3). A maior
correlagéo foi observada entre os compostos (E,E)-germacrona e (E)-p-elemenona (r=0,99). O
composto a-copaeno apresentou correlagdo com os compostos -cedreno (r=0,75), 8-cadineno
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(r=0,94) e (E)-cariofileno (r=0,90). B-cedreno apresentou correlagdo com os compostos [3-
bourboneno (r=0,80), o-humuleno (r=0,85) e (E)-cariofileno (r=0,87). O composto a-
humuleno apresentou correlacdo com (E)-cariofileno (r=0,88) e o&-cadineno (r=0,86).
muurola-4,10(14)-dien-1-B-ol apresentou correlagdo com os compostos espatulenol (r=0,76) e
(2)-B-elemenona (r=0,71). O composto o-neo-cloveno apresentou correlacdo com f-
bourboneno (r=0,79) e (Z)-B-farneseno (r=0,85). E por fim, o 6xido de cariofileno apresentou
correlagdo com os compostos (Z)-p-elemenona (r=0,75) e (Z,E)-germacrona (r=0,77)
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Figura 4. Distribuicdo dos constituintes quimicos do éleo essencial de plantas de Eugenia
spp. em relacdo aos dois componentes principais através da analise de componente principal
(ACP). Compostos: ((CO1) limoneno, (C02) metil geranato, (C03) d-elemeno, (C04) a-
copaeno, (C05) B-bourboneno, (C06) B-elemeno, (C0O7) sibireno, (C08) (E)-cariofileno, (C09)
B-cedreno, (C10) y-elemeno, (C11) (Z2)-p-farneseno, (C12) a-humuleno, (C13) a-neo-clovene,
(C14) germacreno D, (C15) biciclogermacreno, (C16) B-bisaboleno, (C17) 6-cadineno, (C18)
espatulenol, (C19) oOxido de cariofileno, (C20) globulol (C21) viridiflorol, (C22) (Z)-B-
elemenona, (C23) (E)-B-elemenona, (C24) muurola-4,10(14)-dien-1-B-ol, (C25) (Z)-cadin-
4-en-7-ol, (C26) epi-a-muurolol, (C27) a-cadinal, (C28) (Z,E)-germacrona, (C29) germacro-
4(15),5,10(14)-trien-1-a-ol, (C30) (E,E)-germacrona.



Tabela 2. Teor de 6leo essencial e constituintes quimicos do 6leo essencial de plantas de Eugenia spp.

do Estado de Sergipe, Brasil.
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COD. COl __CO2 __C03 __C04 _CO5 _CO6__CO07 _CO08__C09 _Clo  Cll _Clz _Cl3 _Cl4 _Cl5 _Cle__Cl7 _Cl8 _CI9 C20 C2l _C22 C23 __Ce4__C25 _C26 _C27 __C28 _C29 _ C30__OE (%)
EUG-001 0,000 0000 0,297 0000 0000 4777 0000 0000 0000 2530 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0572 6386 0930 0000 0000 365/ 49,049 8783 0000 0000 0000 3957 0000 1089 062d
EUG-002 0000 1773 0306 0,000 0000 3582 0000 0000 0000 0557 0,000 0000 0000 0000 0000 0000 1,014 20650 3513 0000 0000 4719 19,092 13353 0000 0000 0000 9,507 0000 4,155 047e
EUG-003 0000 0000 0315 0000 0000 2860 0000 0000 0000 1,854 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0451 17612 2607 0000 0000 0000 47,444 7,131 0000 0000 0000 2253 0000 8715 1,00b
EUG-004 0000 1058 0395 0000 0000 4811 0000 0000 0000 0621 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0982 18087 3145 0000 0000 4232 19,654 13,097 0000 0000 0000 13620 0000 4176 060d
EUG-005 1541 0646 0403 0000 0000 4202 0000 0000 0000 1,218 0000 0000 0000 0000 0000 0000 1,073 26938 3621 0000 0000 2972 24,473 9,816 0000 0000 0000 3532 0000 4917 062d
EUG-006 0,000 0000 0000 0000 0000 2657 0000 0000 0000 1,020 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 25617 2047 0000 0000 2833 39,987 7,487 0000 0000 0000 1257 0000 9,427 1,00b
EUG-007 0000 0000 0,614 0000 0000 6055 0000 0000 0000 4401 0000 0000 0000 0746 0000 0000 0616 7,696 1601 0000 0000 0000 46277 7,328 0000 0000 0000 5631 0000 9511 1,00b
EUG-101 0,000 0000 0000 0000 0000 5553 0,000 0000 0000 3110 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0957 49610 0000 5213 0000 0000 8867 13,680 3077 0000 0000 0000 0000 0000 065d
EUG-102 0,000 0000 2872 0000 0000 3909 0000 0635 0000 14062 0000 0000 0000 2349 3341 0000 0000 3263 0000 1,249 0000 0000 43279 1538 1074 0000 1,327 689 0000 9390 180a
EUG-103 0,000 0000 0000 0000 0000 281 0000 0000 0000 1,091 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 33126 3540 0000 0000 3432 28949 7,153 0000 0000 0000 4631 0000 5712 038e
EUG-104 1450 5617 13567 0,000 0000 2633 2,697 0000 0000 1,650 0,000 0000 0000 12,787 0000 0000 4,223 5227 0000 6587 5117 0000 0000 0000 0000 0000 4,183 0000 0000 0000 060d
EUG-105 20497 0000 15773 0,000 0000 1373 2,240 0000 0000 1180 0,000 0000 0000 12583 8443 0000 0960 9433 0000 4,170 2137 0000 0000 4,720 0000 0807 2,127 0,000 0000 0000 042e
EUG-106 0,000 0000 2524 0,000 0000 6746 0000 0799 0000 17,885 0,000 0000 0000 3737 1774 0000 0506 2,683 0767 0000 0000 0000 45775 0,000 1,790 0000 0000 2,664 0000 8876 187a
EUG-107 0,000 0000 17,378 0000 0000 1535 0000 4060 0000 0841 0000 0000 0000 22133 15340 0000 3394 7471 0000 5652 3,283 0000 0000 0000 3497 4063 4352 0000 0000 0000 073c
EUG-108 0,000 0000 16943 0000 0000 1850 4,203 0000 0000 1,127 0000 0000 0000 21,143 19,367 0000 3,677 5217 0000 5810 3920 0000 0000 0000 2937 2297 2103 0000 0000 0000 053d
EUG-109 0,000 1,690 0000 0000 0000 5457 0000 0000 0000 1,770 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0957 22423 3700 0000 0000 3507 21,873 12,113 0000 0000 0000 8193 0000 3567 073c
EUG-110 0,000 0000 0863 0000 0000 3460 0000 0000 0000 5887 0000 0000 0000 1,490 1290 0000 1,443 24377 3383 0000 0000 0000 30,150 5577 0000 0000 0,723 7,840 0000 6750 0,73¢c
EUG-111 1,010 1503 8473 0000 0000 1393 3,770 0000 0000 0773 0000 0000 0000 12,800 8263 0000 3,980 28307 0000 5457 1523 0,000 0000 7,277 0000 1720 1430 0000 0000 0000 077¢c
EUG-112 0000 0000 2491 0000 0000 5343 0000 0000 0000 19,145 0000 0000 0000 2468 1826 0000 1129 9315 1517 0000 0000 0000 35208 0000 2523 0000 1,806 7,307 0000 7,014 1,00b
EUG-201 0,000 0000 17,667 9,563 0550 1243 0,000 10220 0520 0000 0940 3957 2590 6,583 21,967 1903 4,797 8310 0000 3577 1,187 0,000 0000 0000 0000 0000 1,023 0000 0000 0000 053d
EUG-202 0,000 0000 21,117 0000 1593 1537 0,000 5540 0000 0000 2,947 0000 2880 8443 26123 1870 1,343 10347 0000 6,127 2127 0,000 0000 0,000 0000 0000 0903 0,000 0000 0000 040e
EUG-203 0,000 0000 1,610 19,057 1590 0000 0,000 17910 1173 0000 0413 6913 1163 11977 2883 3430 9,040 3020 0000 2820 0507 0000 0000 0843 0000 0000 1,873 0000 1,053 0000 060d
EUG-204 0,000 0000 21,180 0,000 1633 1577 0000 5610 0000 0000 2980 0000 2873 8593 26360 1907 1,350 10223 0000 6,150 2,047 0000 0000 0000 0000 0000 0,657 0000 0000 0000 060d
EUG-205 0,000 0000 0390 0287 0447 4830 0000 0527 0000 5430 0000 0463 0000 3520 20,743 1240 0500 25487 0000 6,587 5870 0000 0000 8547 3150 0000 0937 0000 3060 0000 080c
EUG-206 0,000 0000 2,600 13287 1053 0643 0000 0530 0000 8913 0000 4247 0000 20,700 20,593 0000 9,770 6,110 0000 0,743 2,440 0,000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 076¢
EUG-207 0,000 0000 2227 22910 1357 1487 0,000 21370 1437 0000 0000 5107 1327 13500 2637 0000 11,173 2753 0000 2,220 2417 0000 0000 0000 1523 0000 0000 0000 0000 0000 03le
EUG-208 0,000 0000 20,020 0000 2083 1567 0000 5433 1257 0000 1,203 2803 2307 13,873 24117 1203 1,747 9213 0000 5220 2477 0000 0000 0000 0000 0000 1,700 0,000 0000 0000 042e
EUG-209 0,000 0000 17,263 9,563 0593 1290 0,000 10233 0523 0000 0950 3980 2643 6,713 22270 1893 4,753 8343 0000 3400 1,183 0000 0000 0000 0000 0000 1,030 0000 0000 0000 053d
EUG-210 0,000 0000 2200 22,160 1,723 1497 0,000 21253 1453 0000 0000 5057 1323 14280 2653 0000 11,123 2,617 0000 2093 2583 0000 0000 0000 1543 0000 2153 0,000 0000 0000 040e
EUG-211 0000 0000 1537 20,037 1590 0000 0000 17577 1177 0000 0413 6290 1157 11550 2,883 3290 9,010 3,603 0000 2737 0477 0000 0000 0857 0000 0000 1,787 0,000 1,053 0000 060d
EUG-212 0,000 0000 19,283 0,000 2140 1567 0,000 5327 1257 0000 1,253 2810 2280 13,717 23403 1217 1,703 10,110 0000 6,323 2,327 0,000 0000 0,000 0,000 0000 1,690 0,000 0000 0000 053d
IRRo 1031 1328 1343 1383 1392 1399 1427 1428 1439 1441 1450 1464 1472 1491 1510 1516 1532 1504 1507 1599 1606 1611 1619 1645 1653 1655 1669 1684 1700 1712

IRRI 1024 1322 1335 1374 1388 1389 1400 1417 1419 1434 1440 1452 1452 1480 1500 1505 1522 1577 1582 1590 1592 1589 1602 1630 1635 1640 1652 1685 1693

Compostos: (CO1) limoneno, (C02) metil geranato, (C03) 3-elemeno, (C04) a-copaeno, (C05) B-bourboneno, (C06) B-elemeno, (C0O7) sibireno, (C08) (E)-cariofileno, (C09) B-cedreno, (C10) y- elemeno (C11) (2)-p-farneseno,
(C12) a-humuleno, (C13) a-neo-clovene, (C14) germacreno D, (C15) biciclogermacreno, (C16) B-bisaboleno, (C17) §-cadineno, (C18) espatulenol, (C19) éxido de cariofileno, (C20) globulol (C21) viridiflorol, (C22) (2)-B-
elemenona, (C23) (E)-p-elemenona, (C24) muurola-4,10(14)-dien-1-B-ol, (C25) (Z)-cadin-4-en-7-ol, (C26) epi-a-muurolol, (C27) a-cadinal, (C28) (Z,E)-germacrona, (C29) germacro-4(15),5,10(14)-trien-1-a-ol, (C30) (E,E)-
germacrona. IRRo: indice de retengéo relativo observado; IRRI: indice de retencdo relativo da literatura. OE: teor de 6leo essencial; Teste de Skott-Knott a 0,05%.
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Tabela 3. Coeficientes de correlacdo para os constituintes quimicos do 6leo essencial de Eugenia spp. no Estado de Sergipe, Brasil.

C01 C02 C03 Co4 CO5 Co6 CO7 CO08 C09 Cl0 C11 Cl2 Ci13 C14 Ci5 Cl6 Cl7 Ci8 C19 C20 C21 C22 C23 C24 C25 C26 C27 C28 C29 C30

co1 001 o021 -011 -015 -015 03 -013 -012 -008 -010 -0,13 -014 0114 -002 -013 -011 -005 -012 o012 0411 -009 -016 003 -013 012 020 -0,14 -0,06 -0,15
Co02 003 -019 -026 009 042 -023 -020 -013 -017 -022 -023 001 -027 -021 -001 004 013 015 027 021 -012 015 -022 -003 033 014 -010 -0,12
C03 -014 040 -051 032 010 014 -031 069 004 o067 058 08 033 000 -034 -05 075 051 -044 -059 -059 -004 036 053 -051 -021 -057
Co4 05 -05 -019 09 075 -021 -004 092 033 040 -001 044 094 -043 -036 -004 009 -027 -041 -041 -004 -017 007 -035 017 -040
C05 -061 -026 o070 08 -03 063 070 079 048 054 065 053 -040 -049 041 029 -037 -057 -056 -019 -024 015 -049 015 -0,55
C06 -021 -058 -053 055 -037 -064 -054 -071 -049 -054 -064 036 049 -045 -036 036 070 057 026 -023 -043 061 0,00 0,65
Cco7 -023 -021 -014 -017 -023 -024 043 007 -022 005 -003 -026 043 042 -020 -030 -010 009 048 042 -026 -011 -0,29
Co8 - 087 -034 022 08 058 040 012 058 o081 -047 -043 016 013 -033 -048 -050 -001 -011 020 -042 015 -0,46
Co09 -034 016 08 05 041 016 049 068 -041 -039 019 015 -029 -045 -046 -009 -018 020 -038 011 -043
C10 -028 -026 -039 -022 -021 -031 -023 -0,14 002 -03 -022 -0,19 o051 -0,5 035 -0,14 -010 030 001 049
C11 010 08 016 070 059 -005 -018 -032 049 016 -025 -037 -040 -027 -015 003 -0,32 -0,07 -0,36
C12 049 045 019 063 08 -045 -043 008 011 -033 -05 -049 -014 -020 013 -042 021 -0,48
C13 027 069 069 027 -033 -045 046 018 -034 -052 -054 -027 -021 010 -044 -0,05 -0,50
C14 054 020 063 -052 -069 060 067 -05 -073 -069 022 057 066 -064 -0,02 -0,70
C15 045 009 -025 -057 068 05 -044 -062 -053 006 021 024 -053 015 -0,59
C16 033 -029 -041 037 009 -031 -047 -039 -023 -019 017 -040 043 -045
C17 -046 -045 012 028 -036 -056 -049 002 004 026 -044 008 -0,55
C18 048 -007 -026 037 014 076 007 -008 -041 020 0,07 0,09
C19 -0,73 -059 075 059 067 -031 -023 -052 0,77 -020 057
C20 0,77 -055 -0,77 -039 028 037 060 -068 026 -0,77
C21 -044 -068 -043 036 035 060 -058 041 -0,65
C22 03 o071 -031 -018 -047 065 -0,15 0,40
C23 039 -010 -0,27 -050 0,60 -0,23 0,99
C24 -0,10 -0,16 -055 057 007 0,36
C25 049 029 -017 029 -0,14
C26 057 -023 -0,09 -0,26
Cc27 -0,39 0,07 -0,47
C28 -0,19 0,60
C29 -0,22

Compostos: (C01) limoneno, (C02) metil geranato, (C03) d-elemeno, (C04) a-copaeno, (C05) B-bourboneno, (C06) B-elemeno, (CO7) sibireno, (C08) (E)-cariofileno, (C09) B-cedreno, (C10) y-elemeno, (C11) (2)-B-farneseno,
(C12) a-humuleno, (C13) a-neo-clovene, (C14) germacreno D, (C15) biciclogermacreno, (C16) B-bisaboleno, (C17) 8-cadineno, (C18) espatulenol, (C19) éxido de cariofileno, (C20) globulol (C21) viridiflorol, (C22) (Z)-B-
elemenona, (C23) (E)-p-elemenona, (C24) muurola-4,10(14)-dien-1-B-ol, (C25) (Z)-cadin-4-en-7-ol, (C26) epi-a-muurolol, (C27) a-cadinal, (C28) (Z,E)-germacrona, (C29) germacro-4(15),5,10(14)-trien-1-a-ol, (C30) (E,E)-
germacrona.
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4.3.2. Analise da diversidade genética

O valor de estresse encontrado na populacdo de Eugenia spp. com menor numero de
individuos (Serra da Guia) foi de 0 com a correlacdo r=1, o que confirma a estabilidade entre
0 numero de primes utilizados neste trabalho e a quantidade de locos obtidos. Um alto nivel
de polimorfismo foi obsevado nos 10 primes ISSR testados nas plantas de Eugenia spp. O
numero de fragmentos polimorficos variou de 7 (UBC809) a 18 (GOOFY) e a percentagem
de polimorfismo de 88,89 a 100,00 % (Tabela 4).

Tabela 4. Sequéncias, temperaturas de anelamento (T), nimero de fragmentos, numero de
fragmentos polimorficos e percentagem de polimorfismo (P%) gerado por cada primers ISSR
usado para analise de diversidade genética de Eugenia spp.

Primer Sequéncia (5°-3") T (°C) NUmero de NUmero de fragmentos P%
fragmentos polimérficos
UBC807 (AG) 8-T 43 9 8 88,89
UBCB808 (AG) 8-C 47 12 12 100,00
UBCB809 (AG) 8-G 48 7 7 100,00
UBC810 (GA) 8-T 45 14 14 100,00
UBC811 (GA) 8-C 45 15 15 100,00
UBC825 (AC) 8-T 47 12 12 100,00
UBC835 (AG) 8-YC 48 13 12 92,31
GOOFY (GT) 7-YG 48 18 18 100,00
MAO (CTC) 4-RC 45 10 10 100,00
OMAR (GAG) 4-RC 47 10 10 100,00

A diversidade genética de Nei (He) variou de 0,25 a 0,29, com valor médio de 0,27 e 0
indice de Shannon (1) obtido variou de 0,37 a 0,44, com média de 0,40 entre as diferentes
populacdes de Eugenia estudadas.

A anélise de agrupamento dos individuos pelo indice de similaridade de Jaccard, usando o
método do grupo de pares ndo ponderado com média aritmética (UPGMA), mostrou a
formagéo de dois grupos, com uma evidente separacéo, indicando que as plantas pertencem a
duas espécies de Eugenia. O grupo 1 formado por 19 individuos e o grupo 2 formado por 12
individuos (Figura 5). Com esses dados em maos, o professor Dr. Marcos Eduardo Guerra
Sobral, taxonomista em Myrtaceae, chegou aos seguintes nomes cientificos: Eugenia
subreticulata Glaz. para o grupo 1 e Eugenia selloi (O.Berg) B.D.Jacks. para o grupo 2.

O coeficiente de similaridade genética das 31 plantas de Eugenia spp. variou de 0,29 a
0,89. Sendo a maior similaridade (0,89) observada entre as plantas EUG-107 e EUG-106
representando os individuos mais semelhantes geneticamente entre todos os pares avaliados,
enquanto EUG-210 e EUG-107 foram os pares mais divergentes, apresentando um coeficiente
de similaridade de 0,29.

Para determinar os padrdes de diferenciacdo genética populacional, a anélise
Bayesiana foi realizada usando o software Structure, agrupou as espécies de Eugenia em dois
grupos principais (K = 2) (Figura 6) apresentando plantas com mistura do material genético
dos dois grupos (EUG-001, EUG-003, EUG-004, EUG-007, EUG-101, EUG-103, EUG-104,
EUG-105, EUG-110, EUG-111, EUG-112, EUG-201, EUG-204, EUG-205, EUG-206, EUG-
207).
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Figura 5. Dendrograma gerado pelo método de grupo de pares ndo ponderado com analise de
média aritmética (UPGMA\) de indice de similaridade de Jaccard para Eugenia spp. do Estado
de Sergipe, Brasil.
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Figura 6. Grafico mostrando o coeficiente de associa¢do individual de Eugenia spp. do
Estado de Sergipe em seus respectivos grupos, conforme produzido pelo software Structure
(K =2).
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4.3.3. Analise quimica dos 0leos essenciais por espécie

Diante da descoberta das plantas do género Eugenia se tratarem de duas espécies
(Eugenia subreticulata Glaz. e Eugenia selloi (O.Berg) B.D.Jacks.), realizou-se as analises
multivariadas separadamente para cada uma delas.

Os principais compostos detectados na analise de agrupamento da E. subreticulata
definiram a formacéo de 3 grupos quimicos (Figura 7a). O Grupo 1: constituido pelas plantas
EUG-108, EUG-107, EUG-111, EUG-105, EUG-104, apresentando o-elemeno (8,47-
17,37%), germacreno D (12,58-22,13%), e/ou biciclogermacreno (0,00-19,36%) espatulenol
(5,21-28,30%) como compostos majoritarios e auséncia dos compostos (Z)-p-elemenona, (E)-
B-elemenona e (E,E)-germacrona; Grupo 2: constituido pelas plantas EUG-101, EUG-110,
EUG-103, EUG-005, EUG-004, EUG-109, EUG-002, com espatulenol (18,08-49,61%), (E)-
B-elemenona (8,86-30,15%) e muurola-4,10(14)-dien-1-B-ol (5,57-13,68%) como compostos
majoritarios e auséncia do composto viridiflorol; Grupo 3: constituido pelas plantas EUG-
112, EUG-106, EUG-102, EUG-006, EUG-003, EUG-007, EUG-001, apresentando v-
elemeno (1,02-1914%), espatulenol (2,68-25,61%), (E)-p-elemenona (35,20-49,04%) e (E,E)-
germacrona (7,01-10,89%) como compostos majoritarios e auséncia do composto viridiflorol
(Figuras 7a e 8a).

Na analise de componente principal (Figura 9a), o componente principal primario
representou 49,85% da variancia total e foi relacionado positivamente com 0s compostos 6-
elemeno (r= 0,76), sibireno (r=0,78), germacreno D (r=0,74), &- cadineno (r=0,81), globulol
(r=0,84), viridiflorol (r=0,81) e negativamente com B-elemeno (r=-0,74), (E)-B-elemenona
(r=-0,93), (E,E)-germacrona (r=-0,89). O componente principal secundario representou
15,45% da variagéo total e foi relacionado positivamente com os compostos (Z)-cadin-4-en-7-
ol (r=0,71) e negativamente com Oxido de cariofileno (r=-0,71), (Z2)-p-elemenona (r=-0,73),
muurola-4,10(14)-dien-1-B-ol (r=-0,88).

De acordo com as similaridades dos compostos quimico dos 6leos essenciais das
plantas de E. selloi definiram a formagdo de 2 grupos quimicos (Figura 7b). Grupo 1:
constituido pelas plantas EUG-210, EUG-207, EUG-211, EUG-203, apresentando a-copaeno
(19,05-22,91%), (E)-cariofileno (17,57-21,37%), germacreno D (11,55-14,28%), 5-cadineno
(9,01-11,17%) como compostos majoritarios e auséncia do composto B-elemeno; Grupo 2:
constituido pelas plantas EUG-206, EUG-205, EUG-2012, EUG-208, EUG-204, EUG-202,
EUG-209, EUG-201, apresentando d-elemeno (0,39-21,18%), germacreno D (3,52-20,70%),
biciclogermacreno (20,59-26,36%) e espatulenol (6,11-10,34%) como compostos majoritarios
(Figuras 7b e 8b).

Na analise de componente principal (Figura 9b), o componente principal primario
representou 40,35% da variancia total e foi relacionado positivamente com 0s compostos &-
elemeno (r=0,73), (Z)-B-farneseno (r=0,72), biciclogermacreno (r=0,90), espatulenol (r=0,75),
globulol (r=0,88) e negativamente com o-copaeno (r=-0,96), (E)-cariofileno (r=-0,78), a-
humuleno (r=-0,92), 8- cadineno (r=-0,97). O componente principal secundario representou
28,46% da variacéo total e foi relacionado positivamente com o composto a-neo-clovene
(r=0,79) e negativamente com B-elemeno (r=-0,72), viridiflorol (r=-0,80), muurola-4,10(14)-
dien-1-B-ol (r=-0,88), (Z)-cadin-4-en-7-ol (r=-0,86), germacro-4(15),5,10(14)-trien-1-a-ol
(r=-0,80).



31

Grupo 3

Grupo 2

———

Grupo 1

400

350 A

T
o
o
[30]

o
Te]
N
BUEBPIIONT BIoUB)SI

T
o
Ie}
-

200 A

100

50 A

- 1L00-ON3
r L00-9N3
- €00-9N3
- 900-9N3
- ¢01-9n3
- 901-ON3
RUASUE!
T €00-9Nn3
T 601-ON3
r ¥00-ON3
- G00-9N3
- €01-On3

- 0LLk-9N3

L0L-9N3

- ¥0L-9N3

- G0L-9N3

L -9N3

r £01L-9N3

- 801-9N3

Plantas amostradas

Grupo 2

F 102-9N3

r 602-ON3

F 202-ON3

F ¥02-ON3

+ 802-ON3

Fcleon3

02-on3

Grupo 1

1

90¢-9N3

r €02-ON3

FLg-On3

RAVASNE!

r 0lg-ONn3

400

350 A

300 A

T T
[} o
n o
8] N

150 A

BUE 9pI|oNT BOUBLSI(

100

50 A

Plantas amostradas

Figura 7. Dendrograma bidimensional representando a similaridade entre plantas de Eugenia

subreticulata (A) e E. selloi (B) para a composig

do 6leo essencial.

s

do quimica

~



32

Grupo 3

Grupo 2

Grupo 1

<C

50+

(%) 100

10-

50+

(2%) 102

euosoeuwuab (3°3)
j10-d-L-ua1p-($1)0 L t-eloinnw
euouswsa|a-t-g
euousawaja-t-7
|oJoIpUIA
|Jouamedsa
ouaulpes-Q
ouaioewssbooig
(1 ouaioewuab
ousweja-4
ouawaja-d
ousws|e-Q

euosoeuwuab (3°3)
10-¢-L-uaIp-(L)0 L ‘F-eloinnw
euousawsz|a-d-3
euousws|a-t-7

|CJ0IpHIA

|Jouamedsa

Grupo 2

ousuipes-Q
ouaioewsaboioig
a ouaioeuwuab
ouswsja-A
ouawsaja-¢
ouawale-Q

1
(=]

euosoeuwab (3°3)
10-€l-L-ua1p-(171)0L ‘p-Eloannw

euouswa|a-t-4

T
[=1
[r=1

T
(=]
==

T T
(=1 [=1
o> o~

(2%) 402

104

1
(=]

euouswale-4d-z
|oJoIpHIA
|jous|njedsa
ouaulped-<
ouaioeuwnabojoiolg
a ouaioeuwuab
ousweja-4
ouawsaje-¢
ouswae-Q

Grupo 1

o0

10-2- L -uaui-(¥ L)0L'S (G 1) p-elsoewnab
|0-/-ua-{#-ulpeo-7
10-¢-L-uaip-(¥1L)0L ' p-eloinnw
|1o1nqo6

|jouanjedsa

ousuipes-Q
ouauoewssboloiq

g ouauseunab

oua|nwny-=

ouawala-9d

ousa|youed-3

ouaedod-©

ouawa|a-<

T
=]
=1

T
=]
-

T T
=] f=1
5] o~

(%) 103

1
(=1

10-0-L-ua~(¢1)0L ‘G (G L) p-esoeuab
|0-2-Us-{-Ulped-Z
j0-9-L-uaip-(¥1)0 L F-Bloinnw
|joingo|b6
|ousnjedsa
ouaulpes-Q
oualoeuwsaboiolg
a ouasoewsab
oua|nwiny-©
ouawsa|a-9d
ouajyoues-3
ousedoo-0
ousws|s-Q

r
(=]
s

T
=
=

T T
(=] (=]

o o
(%) 103

=

Figura 8. Médias dos principais constituintes quimicos do 6leo essencial dos trés grupos

de Eugenia subreticulata (A) e dois grupos de E. selloi (B).

s

quimicos



33

1,0
A b/b/b/o g (\00
0,8 1 . 7, 5 &@
Z—i:adln-4-en-7-ol ab,eo & éd"a
E-cariofileno OA ‘;’ %
e 06 1 v‘-elemeno A s , S-elemeno
It) o L
< N virdiflorol
5 o4 o 4 gobuiol
= 7 ¢ -cadineno
kel A
@ P sibireno
[ 0‘2 b //‘/ T r'y
= K N
o / \ limoneno
2 00 / (E,E)ygermacrona_ A
s O T \
o [ad Belemeno |
5] I & A ]
£ 02 \ '63@ ! metil geranato
o ' \ é@ // A
Q9 \ @O 7
& N X /" ZE)gremacrona
c -0,4 . <@ 7
S e
a | T
S | R
8 -06 1 e . espatuleno
~"oxido de cariofileno A
A Z-B-elen;uenona
0.8 1 muwirola-4 | O(14)-dien1-Bol .
,,,,,,, A e -
-1,0 T v v v T T T T
-1,0 0,8 0,6 04 02 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Componente Principal Primario (49,85%)
1,0
B a-neo-cloveno
0,8 - A ‘ .
’,.""yé-elemeno
- -bourbo Soa :
< 06 ; B-bourl Ileno N .
2 [ (ZyB-farneseno
[ce] ;“
o 041 -bisabolero ;
B-cedreno ) B-bisa 5
2 E-cariofileno a-cadinol A i
i A germacreno D A
5 0.2 1 Ao:-humuleno . ! biciclogemacreno
2 ; A
» 0.0 d-cadineno globulol
s a-copaeno N °
a 02 &
@ o
= b
o N
s -0,4 1 ‘0"\
g 0.6 {z{b‘\ ", espatulerol
) y-elemeno X s,zg-: é-e|emeno‘\““
& vridifiorol 4
-0,8  cadind-en-7- A A
Zcadin4-en-7-c| murda-4, 10(14)dien-1-g-ol
-1,0 T T T T v T T 7
-1,0 -0,8 -0,6 04 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Componente Principal Primario (40,35 %)

Figura 9. Distribuigéo dos constituintes quimicos do 0leo essencial de plantas de Eugenia
subreticulata (A) e E. selloi (B) em rela¢do aos dois componentes principais através da
analise de componente principal (ACP).



34
4.4. DISCUSSAO
4.4.1. Analise da diversidade quimica

As plantas do género Eugenia apresentaram variabilidade quanto a composi¢do do
6leo essencial. Essa variabilidade na composicdo quimica pode estar associada a fatores
genéticos e/ou ambientais (Blank et al., 2011; Sampaio et al., 2016; Alves et al., 2016b).
Segundo Morais (2009), o fator genético é o que determina a composi¢do quimica dos 6leos
essenciais, no entanto, outros fatores como temperatura, luminosidade, pluviosidade,
interacdes entre planta / inseto, planta / microrganismos, planta / planta podem alterar a rota
metabolica e consequentemente acarretar na biossintese de diferentes compostos.

Na literatura tem sido observada variagdes na composicao quimica de 6leos essenciais
em plantas de uma mesma espécie coletadas em diferentes localidades (Nizio et al., 2015;
Grdisa et al., 2013), ou coletadas em uma mesma area (Alves et al., 2016b), além de variacGes
na composicdo quimica em plantas dos mesmos géneros (Estanislau et al., 2001; Bandeira et
al. 2011).

Os componentes majoritarios comumente encontrados no 6leo essencial da maioria
das espécies do género Eugenia sdo B-pineno, a-pineno, B-cariofileno, espatulenol e o
limoneno (Queiroz et al., 2015). Apesar de ndo existir ainda trabalhos na literatura sobre a
composi¢do quimica do 6leo essencial das espécies de Eugenia deste estudo, percebe-se que
0S compostos majoritarios encontrados no presente trabalho se mostraram em sua maioria
diferentes.

A depender das caracteristicas e dos componentes quimicos encontrados nos 6leos
essenciais, 0s mesmos podem apresentar atividade biologica e serem utilizados para diversos
fins. O composto espatulenol encontrado em todas as plantas Eugenia spp. tem sido explorado
em estudos devido ao potencial bioativo que apresenta. Segundo Paksoy et al. (2015) o
espatulenol é um composto base que pode ser utilizado em diversas areas, dentre elas
alimenticia, cosmética, medicamentos e também apresenta potencial para ser um agente
anticancerigeno.

Na composicdo quimica do Oleo essencial de Eugenia spp. foi observado a
predominancia de sesquiterpenos (Tabela 2). Resultados semelhantes foram encontrados por
Silva et al. (2017) estudando o 6leo essencial de Eugenia egensis DC., E. flavescens DC., E.
patrisii Rich. e E. polystachya Vahl. Segundo Queiroz et al. (2015) as espécies do género
Eugenia, em geral apresentam na sua composicdo quimica sesquiterpenos em maior
quantidade do que monoterpenos.

Na analise de componente principal houve uma baixa explicacdo fornecida pelos
principais componentes em comparagdo com variacdo total. Segundo Sampaio et al. (2016,)
isso ocorre devido ao uso de muitas variaveis na analise, no caso do presente trabalho foram
30 compostos quimicos.

A alta correlacdo encontrada entre os compostos (E,E)-germacrona e trans-f-
elemenona (r=0,99) pode estar relacionada ao fato desses compostos serem oriundos de uma
rota metabdlica comum ou pela capacidade de um composto sintetizar outro. Estudos
realizados por Barrero et al. (2011) tém sintetizado elemenon a partir da germacrona isolada
em escala multigrama do 0Oleo essencial de Geranium macrorrhizum e Baccharis latifélia.
Segundo Overton (1978), B-elemenona é um composto que ocorre junto com a germacrona no
oleo de Bulgarian zdravetz, esse composto quimico pode ser formado a partir da germacrona
por rearranjo térmico, ou sintetizado por esquema de rota.

As informac6es fornecidas sobre as correlagfes entre 0s compostos quimicos podem
ser utilizadas na conservacao de recursos genéticos e em programas de melhoramento. Pelo
fato que, devido a alta correlacdo observada entre os compostos, ao selecionar uma planta
com alto teor do primeiro composto, existe uma grande possibilidade de que aquele apresente
alto teor do segundo (Nizio et al., 2015).
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Na andlise dos Oleos essenciais por espéecie percebe-se que existem compostos que
estdo presentes na E. selloi e que ndo estdo presentes na E. subreticulata, além disso nas
plantas de E. selloi ha uma maior homogeneidade na composi¢do quimica quando comparada
com a E. subreticulata, o que possivelmente pode estar relacionado aos diferentes locais de
coleta (Brejo Grande) e (Porto da folha, Poco Redondo) respectivamente, que apresentam
diferentes climas, e assim, podem ter influenciado na composi¢do quimica do 6leo essencial.

4.4.2. Analise da diversidade genética

O teste de otimizacdo realizado nesse estudo confirma que o numero de prime
utilizado e a quantidade de fragmentos obtidos foram suficientes para as analises de
diversidade genética nas plantas de Eugenia spp. O uso desse teste é essencial, pois a
utilizacdo de um numero elevado de marcadores pode inviabilizar a pesquisa devido ao
aumento dos custos, sem aumentar significativamente a precisdo dos dados (Goncalves et al.,
2014). Os 10 marcadores moleculares ISSR foram capazes de detectar um alto nivel de
polimorfismo mostrando-se uma técnica eficiente para examinar a diversidade genética de
Eugenia spp. Alves et al. (2016a); Santos et al. (2016), testaram alguns desses marcadores em
estudo de diversidade genética em espécies da familia Myrtaceae e também obtiveram bons
resultados.

Na andlise de agrupamento pelo indice de similaridade de Jaccard foi possivel
evidenciar a separacdo das espécies de Eugenia em dois grupos que foram posteriormente
identificadas como: E. selloi e E. subreticulata. Apesar das espécies estudadas pertencerem ao
mesmo género, percebe-se que ha diferencas no perfil genético das duas espécies. Resultados
semelhantes foram encontrados por Silva et al. (2011) estudando a variabilidade genética
entre acessos do género Manihot por meio de marcadores ISSR.

Por outro lado, Brunchault et al. (2014) estudando espécies do género Eugenia com
ISSR constataram na analise de agrupamento a juncdo de diferentes espécies no mesmo
grupo, E.spp (folhas grandes), E. kanakana, E.spp (folhas pequenas) (Grupo X) e E.
crassipetala, E. tinifolia (Grupo Y), sendo E. tinifolia a mais diferente do resto das espécies
do grupo.

De acordo com os dados que determinam os padrbes de diferenciacdo genética
populacional expressa pela anélise Bayesiana (Figura 6), percebe-se que o0s dois
agrupamentos formados também diferenciaram E. selloi de E. subreticulata, no entanto
algumas plantas apresentaram mistura do material genético dos dois grupos, podendo essas
espécies compartilnarem caracteristicas genéticas comuns, como acontece com algumas
espécies desse género (Brunchault et al. 2014). Segundo Santana et al. (2011), as informacGes
genéticas obtidas para espécies pouco conhecidas possibilitam a identificacdo e selecdo de
gendtipos com caracteristicas para serem utilizados em programas de conservagdo e
melhoramento genético (Santana et al., 2011).

O dendrograma formado a partir da analise molecular (Figura 5) ndo esta relacionado
ao dendrograma estabelecido a partir da composicao quimica dos 6leos essenciais (Figura 2).
Resultados semelhantes também foram encontrados por Hadian et al. (2011); Celestino et al.
(2015); estudando a diversidade genética e o perfil quimico em Zataria multiflora Boiss. e
Chrysopogon zizanioides (L.) Roberty respectivamente, em que a analise molecular e a
quimica mostram padrBes diferentes de agrupamentos. Essa ndo correlacdo dos grupos,
possivelmente, esta associada a influéncia dos fatores ambientais que podem redirecionar a
rota metabdlica nas plantas, promovendo a biossintese de diferentes compostos quimicos nos
oleos essenciais e assim diferenciando-os do padréo genético.

Estudos fitoquimicos, genéticos, entre outros, realizados de forma simultanea em
especies de diferentes localidades geograficas sdo importantes, pois podem fornecer
informagdes para a identificacdo quimiotaxondmica de plantas aromaticas e medicinais, além
de dar subsidios para conservacéo e gestdo eficientes desses recursos (Rustaiee et al., 2013).
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Devido ao potencial econdémico das plantas aromaticas e medicinais, Sdo crescentes 0s
estudos, na literatura, que visam caracterizacdo, seja ela genética e/ou quimica, a fim de
nortear a conservacdo e 0 uso dessas espécies (Hadian et al., 2011; Rustaiee et al., 2013;
Celestino et al. 2015; Wang et al., 2016; Silva et al., 2017). Segundo Estopa et al. (2006), os
estudos genéticos de populagbes naturais permitem fazer a avaliacdo e quantificacdo da
variabilidade genética e sua distribuicdo no tempo e no espacgo. Esse conhecimento permite
entender melhor a atuacdo da selecdo em funcdo da adaptabilidade, desta forma quanto maior
a variabilidade genética na populagdo, maior é a chance de sobrevivéncia da espécie.

Para os indices que avaliam a diversidade genética nos estudos de populacbes em
condigdes naturais, espera-se que a He apresente valores sempre diferente de zero (Costa et
al., 2011), pelo fato de haver possibilidade de novos alelos serem incorporados por mutacéo
ou cruzamentos (Barreira et al., 2006). O indice de Shannon pode variar de 0 a 1, sendo a
menor diversidade representada quando os valores estdo mais proximos de zero (Estopa et al.,
2006). Para as populacGes de Eugenia spp. os valores estdo abaixo de 0,5, indicando, assim,
uma baixa diversidade dessas espécies. Esses valores podem ser atribuidos a fragmentacéo e
as pressOes antropicas nas areas estudadas, com isso deve-se adotar estratégias de conservacao
vegetal.

Além disso, para um melhor uso do indice de Shannon necessita-se de estudos
comparativos na maioria das vezes (Melo, 2008), no entanto, a comparacdo desse indice com
0 encontrado em outras pesquisas é limitada, pois podem ter sido utilizados diferentes
métodos para calcula-lo (Gillies et al., 1997), principalmente para a E. subreticulata e E.
selloi em que as informacgOes sdo escassas na literatura, sendo esse estudo pioneiro. Desta
forma, os resultados encontrados neste trabalho podem contribuir para comparacdo com
outras pesquisas que utilizarem métodos similares ou as mesmas espécies.
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4.5. CONCLUSOES

Os resultados da analise da diversidade quimica dos Oleos essenciais de todos o0s
individuos permitiram concluir a presenca de quatro grupos quimicos.

A caracterizagdo molecular foi essencial para confirmar a classificacdo das espécies
(Eugenia selloi e E. subreticulata).

A diversidade genética dentro de cada espécie pode ser considerada baixa e deven-se
adotar estratégias de conservacao vegetal.

A analise da diversidade quimica dos dleos essenciais das espécies individualmente
demonstrou a formacdo de trés grupos quimicos na espécie Eugenia subreticulata e dois
grupos quimicos na E. selloi.
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5. ANEXOS
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Figura 1A. Géis de agarose mostrando os perfis eletroforéticos de ISSR amplificado utilizando
iniciador GOOFY em Eugenia spp. do Estado de Sergipe, Brasil.



Table 1A. Matriz gerada com base no coeficiente de similaridade Jaccard para Eugenia spp. do Estado de Sergipe, Brasil.
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Individuos EUG EUG EUG EUG EUG EUG EUG EUG EUG EUG EUG EUG EUG EUG EUG EUG EUG EUG EUG EUG EUG EUG EUG EUG EUG EUG EUG EUG EUG EUG EUG
001 002 003 004 005 006 0O7 101 102 103 104 105 106 107 108 109 110 111 112 201 202 203 204 205 206 207 208 209 210 211 212

EUG-001 -

EUG-002 0,56 -

EUG-003 0,57 0,68 -

EUG-004 049 0,79 0,66 -

EUG-005 053 0,79 071 0,69 -

EUG-006 052 0,77 063 062 083 -

EUG-007 054 069 059 05 067 0,70 -

EUG-101 049 061 057 051 058 062 0,61 -

EUG-102 047 064 068 058 069 066 059 0,63 -

EUG-103 051 059 051 053 057 051 053 047 0,60 -

EUG-104 040 058 054 049 057 052 051 05 060 0,54 -

EUG-105 042 057 050 051 060 055 050 044 061 057 052 -

EUG-106 044 060 055 05 05 049 051 047 060 068 057 0,65 -

EUG-107 040 060 049 051 059 052 049 043 05 064 053 064 089 -

EUG-108 048 065 064 057 060 057 050 052 065 065 060 057 069 064 B

EUG-109 042 065 052 052 060 058 053 052 059 067 052 065 065 060 067 B

EUG-110 038 051 046 042 048 045 050 038 044 045 041 044 045 043 044 050 -

EUG-111 043 049 050 044 046 048 054 041 047 053 044 048 048 043 046 052 0,72 -

EUG-112 042 056 058 051 052 051 052 046 055 05 049 045 052 048 052 052 053 0,65 B

EUG-201 047 046 049 046 047 047 045 041 041 041 043 047 040 037 044 042 043 041 048 B

EUG-202 039 038 040 036 040 038 040 035 036 042 036 040 038 035 033 037 034 037 039 060 B

EUG-203 038 041 044 035 037 042 042 038 038 040 041 042 040 036 039 042 042 045 044 063 071 -

EUG-204 043 046 050 049 048 052 043 044 052 043 046 050 044 042 045 040 039 043 047 064 051 057 -

EUG-205 033 044 046 043 043 048 046 042 044 040 037 037 040 038 044 043 040 049 052 048 045 049 057 -

EUG-206 045 047 053 051 048 048 047 049 051 048 042 047 048 044 048 048 043 048 049 060 056 057 067 059 -

EUG-207 044 053 048 050 052 051 048 045 048 049 043 046 044 045 046 046 047 042 048 054 054 053 060 047 0,60 -

EUG-208 038 038 045 043 038 039 043 038 040 043 031 038 038 037 037 038 040 047 040 049 062 051 053 052 05 056 -

EUG-209 037 043 042 040 042 043 045 040 039 037 036 039 035 033 032 039 043 045 041 049 064 067 058 054 05 060 0,65 -

EUG-210 033 038 037 038 040 040 041 038 038 038 033 035 033 029 034 041 035 039 040 051 058 054 050 048 056 057 057 0,66 -

EUG-211 040 045 046 043 042 047 045 043 046 047 041 042 043 039 042 044 045 049 046 055 057 067 062 046 064 064 060 059 063 -

EUG-212 036 040 039 041 040 044 044 041 040 043 034 034 036 032 039 040 041 043 040 049 052 059 061 054 067 060 056 064 074 0,73 -




