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RESUMO 
Conhecida regionalmente como cambuí nos estados de Sergipe e Alagoas, espécie nativa da Mata Atlântica é valorizada por seu papel ecológico, socioeconômico e cultural. No entanto, sua identidade taxonômica ainda é incerta nessas regiões, sendo frequentemente associada a Myrciaria floribunda ou M. tenella, devido à semelhança morfológica entre essas espécies. Diante dessa incerteza, o presente estudo teve como objetivo realizar um teste preliminar de primers da região ITS do rDNA para a caracterização genética de acessos de cambuís coletados em Sergipe, comparando-os com sequências de acesso de Alagoas e de M. floribunda disponíveis no GenBank, visando avaliar a eficiência do marcador ITS na confirmação da identidade taxonômica dos materiais estudados e seu potencial para futuras análises filogenéticas. Foram extraído DNA de seis amostras de cambuí de Sergipe com auxílio do protocolo CTAB 2% e os fragmentos de DNA foram amplificados com primers ITS1/ITS4 e enviadas para sequenciamento. As sequencias obtidas foram editadas e alinhadas no software MEGA X e os parâmetros de diversidade e estrutura genética estimados no por meio do software DnaSP v6. Foram observados níveis moderados de diversidade haplotípica (Hd = 0,56) e sítios informativos, indicando polimorfismo intra e entre os grupos amostrados. A análise de diferenciação genética revelou valores significativos de Fst (0,48), sugerindo estruturação genética entre localidades. Os dados indicam a ocorrência de variação genética geograficamente estruturada, reforçando a importância de ações de conservação in situ em ambientes costeiros fragmentados e sob intensa pressão antrópica.
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INTRODUÇÃO 
O cambuí (Myrciaria floribunda), espécie frutífera nativa da família Myrtaceae, distribui-se em formações da Mata Atlântica e ecossistemas associados no Nordeste brasileiro, onde exerce papel ecológico relevante ao contribuir para a alimentação da fauna silvestre e a regeneração natural das florestas (PASTÓRIO et al., 2018). Seus frutos, ricos em compostos bioativos, possuem elevado valor nutricional e destacam-se pelo potencial econômico, sendo amplamente aproveitados pela agricultura familiar e por cadeias produtivas locais na elaboração de sucos, geleias e fermentados artesanais (BARROSO et al., 2024; GUERRA et al., 2022).
Apesar de sua reconhecida importância ecológica e socioeconômica, M. floribunda ainda é pouco estudada sob a perspectiva genética, sobretudo no que diz respeito à identificação taxonômica precisa de suas populações naturais. Essa lacuna é particularmente preocupante em regiões litorâneas do Nordeste, onde a intensa fragmentação dos habitats e os processos de erosão genética representam ameaças concretas à conservação da espécie. A presença de variações morfológicas regionais, associada à escassez de dados moleculares robustos, dificulta a delimitação taxonômica de acessos, comprometendo o conhecimento sobre a diversidade intraespecífica e limitando o avanço de estratégias de conservação, uso sustentável e programas de melhoramento genético.
Nesse cenário, o uso de marcadores moleculares como as regiões ITS (Internal Transcribed Spacer) do DNA ribossomal (rDNA), amplamente reconhecidos por sua eficácia na distinção entre espécies e em estudos filogenéticos, apresenta-se como uma ferramenta promissora para resolver incertezas taxonômicas no gênero Myrciaria. A caracterização preliminar de acessos regionais com base nesses marcadores pode oferecer subsídios valiosos para a validação da identidade dos materiais estudados, além de estabelecer uma base segura para investigações evolutivas e ações conservacionistas mais eficazes (AMORIM et al., 2019).
Diante dessas lacunas no conhecimento genético de Myrciaria floribunda e da necessidade de confirmar a identidade taxonômica de acessos regionais, o presente estudo teve como objetivo testar preliminarmente a eficiência de primers da região ITS do rDNA na caracterização molecular de acessos de cambuís coletados no estado de Sergipe. As sequências obtidas foram comparadas com dados de acessos proveniente de Alagoas e com amostras de M. floribunda disponíveis no GenBank, visando avaliar a aplicabilidade do marcador ITS na distinção taxonômica dos materiais analisados e seu potencial para subsidiar futuras análises filogenéticas da espécie.
MATERIAL E MÉTODOS 
Amostras
	Foram analisados seis acessos de cambuí de Sergipe coletadas na Reserva Particular do Patrimônio Natural (RPPN) do Caju, localizada no município de Itaporanga d’Ajuda, SE (latitude -11.116585º, longitude -37.186742º), bem como nos municípios de Estância (Latitude: -11.2687, Longitude: -37.4421) e Neópolis (Latitude: -10.321, Longitude: -36.5927). Este estudo foi devidamente registrado no Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN), sob o número de cadastro AF06DF9.
Extração de DNA e Sequenciamento
O DNA genômico foi extraído a partir de folhas jovens utilizando o protocolo de cetiltrimetilamônio brometo (CTAB) (DOYLE; DOYLE, 1987). A região ITS do DNA ribossomal foi amplificada por PCR com os primers ITS1/ITS4. As reações (25 µL) incluíram tampão 1X, MgCl₂ (2,0 mM), dNTPs (0,2 mM), primers (0,4 µM), Taq (1 U) e 30–50 ng de DNA. As condições de PCR foram: 94 °C/3 min; 35 ciclos de 94 °C/30 s, 55 °C/30 s, 72 °C/1 min; extensão final 72 °C/7 min e sequenciados (Sanger, bidirecional).
Edição, Alinhamento das Sequências e identificação molecular
As sequências obtidas foram editadas no Staden Package (Staden et al., 2000) e alinhadas com o algoritmo MUSCLE, implementado no software MEGA X (KUMAR et al., 2018). A identificação molecular preliminar foi realizada por meio de busca por similaridade no GenBank, repositório público de sequências genéticas mantido pelo National Center for Biotechnology Information – NCBI (SAYERS et al., 2023). Utilizou-se o algoritmo BLASTn (ALTSCHUL et al., 1990) para a comparação das sequências, adotando-se os seguintes critérios de filtragem: Score Total, em que valores mais altos indicam maior similaridade e menor penalidade por gaps ou substituições; cobertura mínima da sequência de 95%; identidade mínima de 97% (grau de semelhança entre as bases); e E-value (valor esperado), considerado parâmetro de significância estatística. Um E-value inferior a 1e-5 indica uma probabilidade inferior a 0,00001 de a correspondência entre sequências ocorrer ao acaso (HEBERT et al., 2003).
Análise de Diversidade Genética, Estrutura Populacional e Diferenciação Genética
Foram analisadas sequências ITS de indivíduos de Myrciaria de Sergipe e de acessos de Alagoas e de M. floribunda disponíveis no GenBank (SAYERS et al., 2023). A diversidade genética intra e interpopulacional foi estimada com base na diversidade nucleotídicas (π), número médio de diferenças por pares (k), número de sítios polimórficos (S), sítios informativos, bem como nas medidas de divergência absoluta (Dxy), líquida (Da), Fst e fluxo gênico (Nm), utilizando o software DnaSP v6 (ROZAS et al., 2017).

RESULTADOS E DISCUSSÃO 
	As sequências ITS apresentaram alta qualidade, com comprimento médio de 757 pares de bases e ausência de regiões ambíguas ou contaminações. Os dados revelaram variabilidade genética suficiente para distinguir os acessos analisados, indicando que compartilham um ancestral comum (Tabela 1). 	

Tabela 1. Comparação entre as sequências ITS de indivíduos de cambuí de Sergipe e sequências de referência acessadas no GenBank
	Acesso GenBank

	Espécie 
	Score Total
	Cobertura da Query 
	E-value
	Identidade
	Comprimento (pb)

	MG708048.1
	M. floribunda (SP)
	1134
	97%
	0.0
	96,25%
	699

	MN295346.1
	M. floribunda (PR-USA)
	1133
	99%
	0.0
	95,51%
	780

	MG708060.1
	M. floribunda (SP) 
	1131
	97% 
	0.0
	96,10%
	693

	MG708022.1
	M. floribunda (SP)
	1127
	97%
	0.0
	96,10%
	696

	PQ699772.1
	Cambuí Alagoas
	1308
	100%
	0.0
	99,86%
	761

	PQ699774.1
	Cambuí Alagoas
	1303
	100%
	0.0
	99,72%
	719

	PQ699773.1
	Cambuí Alagoas
	1297
	100%
	0.0
	99,58%
	761

	PQ699775.1
	Cambuí Alagoas
	1280
	100%
	0.0
	99,16%
	738

	PQ699771.1
	Cambuí Alagoas
	1280
	100%
	0.0
	99,16%
	718


Score Total (qualidade do alinhamento); Cobertura da Query: cobertura mínima da sequência de 95%; Identidade (semelhança entre as bases); E-value (significância estatística).  Pares de bases (pb), São Paulo (SP), Porto Rico (PR-USA).
As sequências dos cambuís de Sergipe apresentaram identidade entre 97% e 99% com acessos de M. floribunda e entre 99,16% e 99,86% com acessos provenientes de Alagoas (Tabela 1). Os alinhamentos com os acessos alagoanos mostraram cobertura de 100% e E-value igual a 0,0, indicando uma similaridade altamente significativa. Além disso, os scores máximos variaram de 1280 a 1308, valores superiores aos obtidos nos acessos de M. floribunda de outras regiões (≤ 1134), evidenciando maior afinidade genética entre cambuís de Sergipe e Alagoas.
Apesar da elevada identidade, os acessos de M. floribunda apresentam distanciamento genético mais acentuado em relação às amostras de Sergipe e Alagoas. Esses dados apontam para a necessidade de análises filogenéticas mais robustas, considerando que estudos recentes evidenciam a existência de diversas linhagens ainda não formalmente descritas no gênero Myrciaria, com distribuições disjuntas entre o Sul e o Nordeste do Brasil (LAGO et al., 2023; EISENLOHR et al., 2024). A alta identidade genética entre os cambuís de Sergipe e os de Alagoas sugere a presença de uma linhagem amplamente distribuída na região. 
A diversidade genética intrapopulacional foi mais elevada em Sergipe (Tabela 2), evidenciada pelo maior número de sítios segregantes (S = 56), maior diversidade nucleotídicas (π = 0,0285) e maior número médio de diferenças por pares (K = 19,27), sugerindo um histórico de fluxo gênico mais amplo ou efetivo populacional maior. Já a população de Alagoas apresentou baixa diversidade (π = 0,0044; S = 6), o que pode refletir isolamento geográfico, colonização recente ou eventos de gargalo populacional. As sequências de M. floribunda apresentaram valores intermediários (π = 0,024; S = 29), coerentes com um histórico evolutivo distinto e possivelmente mais antigo.

Tabela 2. Parâmetros de diversidade genética intrapopulacional com base em sequências ITS de Myrciaria de Sergipe e Alagoas
	Acessos
	n 
	π
	k
	S
	h
	Hd

	Sergipe
	6
	0,0285
	19,27
	56
	4
	0,80

	Alagoas
	5
	0,0044
	3,00
	6
	4
	0,90

	M. floribunda
	4
	0,0240
	16,17
	29
	3
	0,83


n (número de amostras); S = número de sítios polimórficos; h = número de haplótipos distintos; Hd = diversidade haplotípica; K = número médio de diferenças nucleotídicas entre pares de sequências; π = diversidade nucleotídica (número médio de diferenças por sítio entre duas sequências ao acaso).

A diversidade haplotípica permaneceu elevada em todas as populações (Hd = 0,80 em Sergipe; 0,90 em Alagoas; 0,83 em M. floribunda), evidenciando a ocorrência de múltiplos haplótipos mesmo em cenários de baixa diversidade nucleotídica. A ausência de eventos recentes de conversão gênica reforça a hipótese de isolamento reprodutivo. A análise de inserções/deleções (InDels) também apontou diversidade haplotípica moderada (Hd = 0,743), sugerindo que essas variações estruturais ainda carregam informações relevantes para a diferenciação intraespecífica (PATIL et al., 2024).
A diferenciação genética entre as populações foi estatisticamente significativa, com valores moderados e significativos de Fst (aproximadamente 0,39) e fluxo gênico estimado baixo (Nm = 0,39). Esses resultados sugerem uma restrição ao fluxo gênico, possivelmente decorrente de deriva genética ou seleção local. 

Tabela 3. Análise da divergência genética interpopulacional entre amostras de Myrciaria de Sergipe, Alagoas e sequências do GenBank.
	Comparação
	Dxy
	Da
	Interpretação

	Sergipe × Alagoas
	0,01605
	-0,00044 (≈0)
	Muito baixa divergência efetiva

	Sergipe × M. floribunda
	0,04259
	0,01635
	Divergência moderada

	Alagoas × M. floribunda
	0,03504
	0,02084
	Divergência moderada,


 Dxy: Divergência média entre as populações, medida pela média de diferenças nucleotídicas entre pares de sequências; Da: Divergência efetiva entre populações descontando variação dentro das populações. 

Os índices de divergência genética interpopulacional (Dxy e Da) sugerem níveis moderados a baixos de diferenciação entre as populações, sendo que Sergipe e Alagoas apresentaram a menor divergência efetiva (Da ≈ 0), sugerindo fluxo gênico recente ou separação evolutiva recente entre essas regiões (Tabela 3). A ausência de diferenças fixas entre as populações de Sergipe e Alagoas reforça a hipótese de origem comum recente, com posterior isolamento geográfico. Por outro lado, as comparações envolvendo M. floribunda mostraram maior divergência genética, indicando um isolamento reprodutivo mais pronunciado e possível diferenciação adaptativa.
Esses resultados têm implicações relevantes para estratégias de conservação do cambuí no Nordeste brasileiro, ao revelar núcleos populacionais com distintos níveis de diversidade e estrutura genética. Tais informações são fundamentais para orientar ações de coleta, conservação e uso sustentável da variabilidade genética da espécie.

CONCLUSÕES 
	Os primers da região ITS do rDNA demonstraram eficiência na caracterização molecular dos acessos de cambuís coletados em Sergipe, mostrando-se adequados para a distinção taxonômica dos materiais analisados. Além disso, forneceram uma base sólida para subsidiar futuras análises filogenéticas da espécie, contribuindo para a compreensão de sua diversidade genética e evolução.
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