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Resumo

O medronheiro é um arbusto da regido mediterrinica que pode ser encontrada por todo
o pais. Ao contrario do que verifica na regido sul do pafs, no concelho de Castelo de Paiva
¢ atribuida uma reduzida importancia econémica a esta espécie. Com o intuito de
preservar e potenciar a producio desta espécie e contribuir para a dinamizacio da
economia do concelho, procedeu-se a caracterizacdo morfoldgica e genética de uma
amostra da populagio de medronheiros de Castelo de Paiva. A caracterizagdo
morfoldgica e genética foi realizada para um total de 10 genétipos. Para tal recolheram-se
70 folhas aleatoriamente em cada arvore. Em 40 folhas mediu-se o comprimento, largura,
comprimento do pedinculo, peso fresco, peso seco e determinou-se a area foliar. Dos
caracteres morfologicos analisados, aqueles que se revelaram mais Uteis na distingdo dos
varios genotipos foram: comprimento do pedunculo, peso fresco e peso seco. As
restantes 30 folhas foram utilizadas para a caracterizagdo genética. Esta caracterizacio foi
realizada recorrendo a um marcador de DNA, ISSR. Os 5 primeiros exemplaresutilizados
na técnica de ISSR demonstraram-se polimérficos. Os resultados da caracterizagao
genética sugerem que a variabilidade genética na populacdo é média a alta.

Palavras-chave: Arbutus unedo L., diversidade genética, ISSR, conservagio

Abstract

The strawberry tree is a shrub native in the Mediterranean region and it can be found
throughout Portugal. Unlike the case in the southern region of the country, in Castelo de
Paiva a minor economic importance is given to this species. In order to preserve, to
enhance the production of this species and to contribute to the boosting of the economy
of the region, we proceeded to the characterization of a small sample population of this
fruit tree of Castelo de Paiva in what concerns to its morphology and genetics. The
morphological and genetic characterization was performed for a total of 10 genotypes.
For this, 70 leaves were randomly collected from each tree. For 40 leaves, it was
measured the length, the width, the peduncle length, the wet weight, the dry weight and
determined the leaf area. Of the morphological characteristics analyzed, the ones that
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proved most useful in distinguishing the various genotypes were: the length peduncle, the
wet weight and the dry weight. The remaining 30 leaves were used in the genetic
characterization. This characterization was performed using a DNA marker, the ISSR.
The 5 primers used in the ISSR technique proved to be polymorphic. The results from
the genetic characterization suggest that variability in population genetics is medium to

high.

Keywords: Arbutus unedo 1., genetic diversity, ISSR, conservation

INTRODUCAO

O medronheiro (Arbutus wunedo 1.) é uma espécie fruteira, tipicamente mediterranica,
pertencente a familia Ericaceae e ao género Arbutus. Em Portugal, esta espécie pode ser
encontrada por todo o pais. Contudo, a maior concentragio verifica-se nas Serras do
Caldeirdo e Monchique (Algarve) (Pedro, 1994). Na maioria das regides de ocorréncia, o
medronheiro apresenta uma elevada importancia ambiental, econémica, ornamental e
medicinal. O seu fruto é transformado em diversos produtos alimentares tais como geleias e
compotas, licores e aguardente. As suas folhas sdo atribuidas propriedades diuréticas,
antissépticas das vias urinarias e laxantes (84, 2010).

No concelho de Castelo de Paiva, contudo, é atribuida ao medronheiro uma reduzida
importancia econdémica, ao contrario do que se verifica em outras regides do pais. Para além
disto, dispoe-se de pouca informagao relativamente a distribui¢do geografica desta espécie, o
estado de conservacao e a variabilidade do seu patrimoénio genético. Assim sendo é importante
caracterizar, morfologicamente e geneticamente, diferentes populagoes do concelho.

A caraterizagao morfolégica de uma espécie, baseia-se no facto de existirem carateres que
permitem determinar a sua identidade, uniformidade e estabilidade. Trata-se de uma
metodologia utilizada, por exemplo, no processo de protecao legal de uma nova espécie a
cultivar ou de uma espécie em perigo (84, 2010). Porém, este tipo de caraterizagdo apresenta
alguns constrangimentos, nomeadamente: apresentam diferentes graus de interagdo com o
ambiente e podem depender de um ou varios genes (Costa, 2010).

A caracterizacdo genética de espécies ¢ feita através de marcadores de DNA. Genericamente,
entende-se por marcador de DNA, uma regido do genoma que apresenta variacio entre
individuos (polimorfismo) (Diogo, 2011). Estes marcadores sio ferramentas muito tuteis no
estudo de genomas, pois detetam polimorfismos diretamente no DNA, ndo sofrem influéncia

ambiental e sao independentes do estadio de desenvolvimento da planta (Silva, Alves, Martins,
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Melo & Carvalho, 2011). Atualmente existem varios tipos de marcadores de DNA, sendo o
ISSR (inter simple sequence repeat) um exemplo.

No genoma dos seres eucariotas existem sequéncias curtas de nucleétidos (2 a 6) repetidas em
cadeia e distribuidas relativamente ao acaso, designadas por microssatélites (Diogo, 2011). A
técnica de ISSR baseia-se na amplificagdo termociclica de fragmentos de DNA flanqueados
por dois microssatélites invertidos (Sa, 2010). Para isto, a ISSR utiliza uma sequéncia simples
repetida como iniciador oligonucleotideo que ¢ complementar a estes dois microssatélites
(Silva et al, 2011).

Com este estudo, pretende-se caraterizar, do ponto de vista morfologico e genético a
populagao natural de medronheiro do concelho de Castelo de Paiva, tendo em vista a sua

preservagao e produgao.

METODOLOGIA E ANALISE DE DADOS

No sentido de se proceder a caracterizagio morfologica e genética da populacio de .A. unedo
de Castelo de Paiva foram selecionados e recolhidos 10 genétipos, distribuidos por diferentes
freguesias do concelho. Na figura 1, apresenta-se a localizagao geografica de cada um dos

genotipos.
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Figura 1. Mapa do concelho de Castelo de Paiva identificando a localizagdo dos medronheiros
estudados. Genoétipos 1 (S.Gens), 2 (Felgueire) e 3 (Pereire) — freguesia de Santa Maria de Sardoura.
Genotipo 4 (Casal das Varzielas) — freguesia de Fornos.

Genotipos 5 (EB1) e 6 (Cuzamento Picoto) — freguesia de Middes.

Genoétipos 7 (N222 — Km 34,4) 8 (IN222 — Km 34,), 9 (Monte do Ateiinho — vertente para o Arda) e 10 (
Monte do Areiinho — vertente para o Douro) — freguesia de Pedorido.
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Caraterizagao morfologica

Na caraterizagdo morfolégica dos genodtipos foram tidos em conta os seguintes carateres:
comprimento e largura da folha, area foliar, comprimento do pedunculo, peso fresco e seco,
forma da margem, do apice e da base da folha e do limbo, para um total de 40 folhas por

genotipo.

Caraterizagao genética

A caraterizagao genética envolveu as seguintes etapas: extracao de DNA, utilizando o método
de extracao CT'AB otimizado (84, Pereira & Batista, 2011); amplificagao termociclica do DNA
recorrendo a marcadores moleculares ISSR e separacio eletroforética de acidos nucleicos em
gel de agarose 2% (p/v). Na tabela 1 apresentam-se os 5 iniciadores oligonucleotideos

utilizados na amplificacao ISSR.

Tabela 1. Iniciadores oligonucleotideos utilizados na amplificagdo e respetiva sequéncia nucleotidica

Designacio Sequéncia 5—3’
817 CACACACACACACACAA
834 AGAGAGAGAGAGAGAGYT
840 GAGAGAGAGAGAGAGAYT
858 TGTGTGTGTGTGTGTGRT
AW A CACACACACACAGT
Y=CouG;R=AouT.

Resultados e discussao

Caraterizagao morfologica

Da analise dos dados recolhidos para os carateres morfolégicos em estudo, verificou-se que
para os 10 genétipos, a forma da margem ¢ serrada, a forma da base da folha ¢ acunheada, a
forma do apice da folha é aguda e a forma do limbo ¢ lanceolada. Relativamente aos carateres
mensuraveis, a tabela 2 apresenta os valores médios, medidos em folhas dos 10 genétipos, os

seus desvios padrio e os valores maximos e minimos.

Tabela 2. Valores (Média & desvio padrio) de cinco carateres morfologicos determinados em 40 folhas por
genotipo. Em paréntesis ¢ indicado o valor maximo e minimo registado para cada carater.

- i . Comprimento
Genotipo (;ng;}rgn(iﬁ()) I;:lrhg:zcaxg)a Ar?:nf:;])lar do pgdﬁnculo Peso fresco (g) | Peso seco (g)
(cm)

1 661 £ 060 242 + 029 | 1604 + 289 | 0,71 + 0,15 036 + 008 | 0,18 + 0,04
G50 - 790) | (1,60 3,000 | (9,60 - 2212)| (0,50 1,00) | 021 055 | (011 - 029)

2 7,36 £ 0,61 322 £ 037 23,80 + 4,11 0,65 £ 0,09 0,66 £ 0,14 0,32 £ 0,07
6,00 - 830) | (2,40 390) | (14,40 - 30,71) | (0,50 0,90) | (0,36 0,90) | (0,18 0,46)

3 535 + 0,73 269 + 041 | 1451 + 384 | 0,68 + 0,15 033 + 010 | 017 + 006
420 - 7700 | (1,70 - 360) | (850 - 2736)| 040 - 1,000 | (020 - 070) | (008 - 039
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4 821 + 129 266 + 055 | 2222 + 701 089 + 0,18 039 + 0,12 016 + 0,05

(60 - 1040) | (130 - 350) | (1003 - 33,66)| (060 - 1200 | (0,15 - 058 | (005 - 024

5 6,80 = 1,05 326 = 0,61 2248 t 6,64 0,66 = 0,113 0,34 = 0,09 020 = 0,05

(450 - 880) | (0,70 - 4000 | (490 - 3432 | 040 - 090) | (0,17 - 049) | 008 - 033

6 728 * 0,78 2,69 = 0738 19,77 =+ 427 0,88 = 0,16 0,43 = 0,09 0,16 = 0,04

(630 - 8700 | 1,30 - 330) | (7,80 - 27,00)| (040 - 120) | (023 - 059 | (0,09 - 024)

7 715 + 085 314 + 043 | 2265 + 541 048 + 0,13 056 + 0,14 020 + 0,05

(60 - 900) | (240 - 430) | (1400 - 3698) | 020 - 070) | (034 - 102) | (004 - 028

8 714 £ 090 356 = 0,50 25,63 + 6,12 1,02 £ 0,16 0,52 = 0,11 0,52 = 0,11

(490 - 860) | (260 - 490) | (1274 - 4042 | 050 - 130) | 031 - 075 | 031 - 075

9 6,75 = 052 259 = 024 17,53 = 2,74 0,49 = 0,05 0,43 = 0,06 024 = 0,05

(G40 - 790) | 200 - 300) | (1240 - 2250)| (040 - 0,60) | (032 - 056) | (015 - 035)

10 688 + 0,79 253 + 039 | 17,58 + 413 | 060 + 0,11 040 + 0,10 022 + 0,04

480 - 8300 | (190 - 320) | (912 - 2573)| (040 - 090) | 020 - 057 | (015 - 029

gﬁ?jmsv‘ 695 + 1,08| 287 + 056| 202 + 59| 07 + 021| 044 + 015| 021 + 0,07
S;fiiz"(gfo) 15,49% 19,49% 29,64% 30,26% 32,99% 33,21%

Os resultados da tabela 2 revelam que, para todos os carateres analisados, existe variagdo
morfologica entre os gendtipos estudados.

Nos carateres, comprimento da folha, largura da folha e area foliar os valores de coeficiente de
variagdo situam-se entre os 15 e os 30%. Estes valores indicam que a varia¢ao nestes carateres
¢ média. Nos carateres comprimento do pedunculo, peso seco e peso fresco os valores de
coeficiente de variagao situam-se acima dos 30%. Estes valores indicam que a variagdo nestes
carateres ¢ elevada. Tais resultados estao em concordancia com os que foram obtidos no
estudo mortfologico e genético de 4 populagdes naturais de A. Unedo dos distritos de Braganca,
Castelo Branco, Vila Real e Viseu (53, 2010).

Para o comprimento da folha, os valores variam entre 4,20 cm no genétipo 3 e 10,40 cm no
genoétipo 4. O valor médio € 6,95 cm. A largura da folha varia entre 0,70 cm no gendétipo 5 e
4,90 cm no gendtipo 8.

O comprimento do pedinculo varia entre 0,20 cm no genétipo 7 e 1,30 cm no genétipo 8. O
valor médio para o comprimento do pedinculo ¢ de 0,70 cm. O peso seco varia entre 0,04 g
no genoétipo 7 e 0,75 g no gendtipo 8. O valor médio do peso seco é de 0,21 g. O peso fresco
varia entre 0,15 g no genétipo 4 ¢ 1,02 g no gendtipo 7. O valor médio do peso fresco é de
0,44¢.

A tabela 3 apresenta os resultados obtidos na analise de variancia ANOVA: Fator unico,
aplicada a combinagoes de dois genodtipos diferentes. Esta analise foi realizada para os 5

carateres morfolégicos mensuraveis.
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Tabela 3. Resultados da andlise de vatidncia Anova: Fator Unico realizada a pares de gendtipos, para 5 caratetes
motfolégicos das folhas. NS: Nio significativo corresponde a um valor P>0,05 (genétipo aparentado). Valores
P=0,05 indicam que os gendtipos sdo distintos.

Genétipos Comp. : Larg. Are'a Comp. Peso Peso
: Folha Folha : Foliar : Pedunculo : Fresco : seco

le2 P<0,001 :P<0,001:P<0,001: P<005 :P<0,001:P<0,001
1e3  P<0001 i P<0,001 & P<0,05 NS NS | NS
led4 P<0,001: P<0,05 :P<0,001: P<0,001 NS P<0,05
le5 NS P<0,001 : P<0,001 NS NS NS
le6 P<0,001:P<0,001:P<0,001: P<0,001 :P<0,001; NS
le7 P<0,01  P<0,001  P<0,001 - P<0,001  P<0,001 P<0,05
le8 P<0,01 :P<0,001 { P<0,001  P<0,001 :P<0,001; P<0,001
1e9 NS | P<0,01 | P<005 : P<0,001 _P<0,001  P<0,001
1e10 NS NS :P<0,001: P<0,001 NS P<0,001
2e3 | P<0,001 | P<0,001 ; P<0,001 NS P<0,001 ; P<0,001
2e4  P<0,001:P<0,001: NS P<0,001 { P<0,001 | P<0,001
2e5 P<00l NS NS NS P<0,001 : P<0,001
2e¢6 | NS P<0,001:P<0001: P<0001 :P<0,001 P<0,001
2e7 NS NS : NS P<0,001 | P<0,01 : P<0,001
2e8 - NS P<0001: NS P<0,001 - P<0,001 - P<0,001
2e9 | P<0,001  P<0,001: P<0,001: P<0,001 :P<0,001:P<0,001
2e10 : P<0,01 : P<0,001:P<0,001: P<0,05 :P<0,001:P<0,001
3e4 P<0,001: NS P<0,001i P<0,001 i P<0,05;: NS
3e5 iP<0,001:P<0,001 i P<0,001 NS NS NS
3e6 P<0,001 NS P<0001: P<0001 ' P<0,001 NS
3e7 - P<0,001 P<0,001  P<0,001 : P<0,001 ‘@ P<0,001: P<0,05
3e8  P<0,001:P<0,001:P<0,001: P<0,001 :P<0,001;:P<0,001
3e9 P<0,001: NS [P<0001: P<0,001 :P<0,001:P<0,001
3e10  P<0,001 NS P<0,001: P<001 ‘@ P<0,01 :P<0,001
4e5 IP<0,001:P<0,001: NS P<0,001 NS : P<0,001
4e6  P<0,001: NS NS NS NS NS
4e7 :P<0,001:P<0001: NS P<0,001 : P<0,001 : P<0,001
4e8 P<0,001 {P<0,001: P<0,05 i P<0,001 :P<0,001:P<0,001
4e9 - P<0,001: NS P<0,001: P<0,001 : P<0,05 @ P<0,001
4e10 :P<0001: NS :P<0001: P<0,001 NS . P<0,001
5e6 P<0,05 : P<0,001: P<0,05 : P<0,001 :P<0,001: P<0,01
5¢7 NS NS NS P<0,001  P<0,001 NS
5¢8 NS : P<0,05 : P<005 . P<0,001 - P<0,001: P<0,001
5¢9 NS I P<0,001 P<0,001: P<0001 ;P<0,001;P<0,001
5¢10 NS P<0,001 P<0,001 P<005 - P<0,05  P<0,05
6e7 NS P<0,001 & P<005 i P<0,001 :P<0,001: P<0,01
6e8 NS P<0,001:P<0,001: P<0,001 :P<0,001:P<0,001
6e9 P<000l: NS :P<001 : P<0,001 NS P<0,001
6e10 :P<005: NS : P<005: P<0,001 NS i P<0,001
7¢8 | NS P<0001: P<005: P<0,001 NS | P<0,001
7¢9 P<0,05 | P<0,001 : P<0,001 NS P<0,001 : P<0,001
7e10 | NS [P<0001!P<0,001! P<0,001 :P<0,001! NS
8e9  P<0,05 i P<0,001:P<0,001 P<0,001 (P<0,001: NS
8el0 | NS | P<0,001:P<0,001: P<0001 :P<0,001! P<0,01
9e10 | NS | NS | NS | P<0001 | NS | P<001

Os resultados da tabela 3 revelam a existéncia de um maior nimero de pares de

gendtipos com diferencgas relevantes (P<0,05) ao nivel dos seguintes carateres: comprimento
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do pedinculo, peso fresco, peso seco e area foliar. Mais uma vez salientam-se estes carateres
morfologicos como os mais discriminantes.

Nao existe uma relagao clara entre a distancia ou proximidade geografica e o grau de
semelhang¢a morfoldgica entre genotipos, isto €, genétipos geograficamente proximos nao sio
obrigatoriamente aparentados. Por exemplo, os genétipos 5 e 6 sdo geograficamente
proximos, contudo, apresentam diferencas morfolégicas significativas. Esta situagdao repete-se
quando se comparam todos os genétipos, a exce¢do dos gendtipos 9 e 10 que sio
geograficamente proximos e as diferengas morfologicas sio pouco significativas.
Caraterizagao genética
Os produtos da amplificacio ISSR originaram, para todos os iniciadores oligonucleotideos,
padrdes de bandas distintos. Os cinco iniciadores ISSR selecionados permitiram a obtenc¢ao de
132 fragmentos. O nimero de fragmentos por iniciador variou entre 3 ¢ 10, tendo sido obtido
em média 5 fragmentos por iniciador.

Entre os iniciadores oligonucleotideos testados, o 840 e o AW foram os mais polimorficos, ja
que permitiram distinguir, genotipicamente, mais individuos. Pelo contrario, o iniciador
oligonucleotideo 834 foi o menos polimérfico. A figura 2 mostra, a titulo de exemplo, a

diferenca entre iniciadores oligonucleotideos, muito (ex.: 817) e pouco (ex.: 834) polimérficos.

817 834

Figura 2. Polimorfismo dos iniciadores oligonucleotideos 817 e 834. M-marcador de peso molecular 100pb
(promega). A eletroforese foi realizada em 2% (p/ v) de gel de agarose.

Comparando os resultados da caracterizagio morfolégica e da caracterizagio genética,
constatou-se que nao existe uma correspondéncia total entre as diferencas e semelhangas,
entre os pares de genotipos. Por exemplo, através do oligonucleotideo 834 verificou-se que os
genotipos 5 e 6 sdao aparentados. Esta diferenga nio ¢ apoiada pelos resultados da analise de

variancia (tabela 2), ja que nestes gendtipos todos os carateres morfologicos apresentam
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diferencas consideraveis. Saliente-se que, a caraterizacado morfoldgica restringe-se a um
conjunto de carateres influenciados pelo ambiente. Em contra partida a caraterizacdo genética

incide sobre o genoma dos individuos.

Diversidade genética da populagao

O dendrograma da figura 3 apresenta as distancias genéticas entre os diferentes genétipos e foi
obtido pelo método de agrupamento UPGMA (Método de Agrupamento nao Ponderado com
base na Média Aritmética). O agrupamento, bem como a determina¢ao de todos os

parametros genéticos foram estimados usando o programa PopGene.

1
4
8
2

{10

Figura 3. Dendrograma de 10 genétipos de A. unedo L. (1-10), obtido a partir do coeficiente de
similaridade de Jaccard, pelo método de agrupamento UPGMA.

O dendrograma da figura 3 mostra que os 10 genétipos de .A. #nedo L. estudados podem ser
agrupados em dois grandes grupos (I e II) e que nao existe uma relacdo clara entre a distancia
ou proximidade geografica e o grau de semelhanca entre genétipos.

A diversidade genética média de Nei’s foi igual a 0,411+0,10. O indice de Shannon foi igual a
0,59£0,12. Como este indice varia de 0 a 1, e quanto mais préoximo de 0 menor ¢ a
diversidade, pode-se considerar que a diversidade da populagdao analisada é média a alta. No
entanto, convém salientar que para um melhor conhecimento da diversidade genética, o

estudo deveria contemplar um maior nimero de genotipos.

CONCLUSAO

Com este trabalho tentou-se, pela primeira vez, caracterizar morfologicamente e
geneticamente a populagido de .A. wnedo do Concelho de Castelo de Paiva. A caraterizagdo
morfolégica teve em conta 10 carateres ao nivel da folha. Os resultados demonstraram que os

genoétipos estudados podem ser distinguidos através de carateres morfologicos foliares.
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Dos caracteres morfoldgicos analisados, os que permitem distinguir melhor os genétipos da
populagao em estudo sao: o comprimento do pedinculo, o peso fresco e o peso seco da folha.
A caraterizagdo genética foi realizada através do marcador molecular ISSR. Os primeiros
utilizados que se mostraram mais polimérficos, e por isso mais dteis na distingao de gendtipos,
foram o 840 e AW. Os resultados obtidos, quer na analise morfolégica como na molecular,
indicam que a variabilidade genética na populagao estudada é média a alta.

Para trabalhos futuros sugere-se a repeti¢ao da técnica de ISSR para os primeiros em que nao
foi possivel visualizar o produto da amplificagdo. Sugere-se, ainda, a avaliagio da diversidade
genética desta populacao, utilizando um maior numero de individuos, e a determina¢do do
grau de parentesco entre os gendtipos em estudo pela utilizagio de ferramentas

bioinformaticas.
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