%ﬁ'\gﬁgﬁfﬁf
UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
PROGRAMA DE POS-GRADUAQAO EM AGRONOMIA

DISSERTACAO

DIVERSIDADE GENETICA EM POPULACOES DE PLANTAS NATIVAS
ACESSADA POR RAPD E QUALIDADE FISIOLOGICA DE DIASPOROS DE

Myracrodruon urundeuva Fr. All.

KARIALANE DA SILVA BELARMINO

2015



UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA SO,
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS g
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM AGRONOMIA 7‘&‘—:

DIVERSIDADE GENETICA EM POPULACOES DE PLANTAS NATIVAS
ACESSADA POR RAPD E QUALIDADE FISIOLOGICA DE DIASPOROS DE

Myracrodruon urundeuva Fr. All.

KARIALANE DA SILVA BELARMINO

Sob a orientacdo da Professora

Dra. Riselane de Lucena Alcantara Bruno

e Co-orientacdo do Professor

Dr. Mailson Monteiro do Régo

Dissertacdo submetida como requisito para
obtencdo do grau de Mestre em Agronomia,
no Programa de Pds- Graduacdo em

Agronomia.

Areia, PB
Fevereiro de 2015



UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AGRONOMIA

CERTIFICADO DE APROVACAO

TITULO: DIVERSIDADE GENETICA EM POPULAQ@ES DE PLANTAS
NATIVAS ACESSADA POR RAPD E QUALIDADE FISIOLOGICA DE
DIASPOROS DE Myracrodruon urundeuva Fr. All.

KARIALANE DA SILVA BELARMINO

Aprovado como parte das exigéncias para obtencdo do titulo de MESTRE em
AGRONOMIA (Agricultura Tropical) pela comissdo Examinadora:

Prof?. Dra. Riselane de Lucena Alcantara Bruno
Orientadora — CCA/UFPB

Prof. Dr. Mailson Monteiro do Régo
Co-orientador - CCA/UFPB

Prof®. Dra. Edna Ursulino Alves
Examinadora— CCA/UFPB

Dra. Cibele dos Santos Ferrari
Examinadora — Bolsista PNPD/UFRN

Data da realizacdo: 20 de fevereiro de 2015.

Presidente da Comissdo Examinadora
Dra. Riselane de Lucena Alcantara Bruno
Orientadora



DEDICATORIA

A Deus, pela dadiva da vida e por sua presenga constante em meus dias,

iluminando cada passo dado e me guiando sempre pelos caminhos do bem.

A minha filha e a minha mae!

A minha filha Karoline, por ser tudo na minha vida, por me fazer sentir o amor
mais puro do mundo, por cada gesto inocente que torna os meus dias repletos de muita
alegria e amor, por ser o maior presente que Deus me deu.

A minha mde Janicleide, pelo seu amor incondicional, por ser uma vitoriosa e ndo
medir esforcos para me ajudar, por ser essa mulher iluminada por Deus, em quem
também me espelho como mde, ndo tenho palavras que possam expressar o quanto vocé

significa na minha vida.

Com muito amor Dedico.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por ter me concedido a vida e se fazer presente em todas as horas.

Agradeco a professora Riselane de Lucena Alcdntara Bruno, por acreditar em
mim, estando ao meu lado na construgdo de uma carreira profissional por mais que
orientadora se comportar como uma verdadeira amiga, por sua transmissdo de
conhecimentos tdo valiosa, por sua alegria de viver, sua compreensdo sempre que
necessdria e seus conselhos tdo importantes para a vida como um todo.

Ao professor Mailson Monteiro do Régo, pela sua disposi¢do para ajudar, por seus
ensinamentos transmitidos com satisfagcdo e por exercer a sua profissdo com tamanha
dedicagdo, foi um orgulho té-lo como co-orientador na execugdo deste trabalho.

A coordenagdo do Programa de Pés-Graduagdo em Agronomia.

A CAPES e ao CNPgq, pela concessdo de bolsa de estudo.

A professora Edna Ursulino, pela generosidade e disponibilidade com que sempre
me recebeu em sua sala, estando sempre disposta a ajudar.

A professora Luciana Cordeiro, pela grande profissional e ser humano que é, por
suas palavras de incentivo e compreensdo.

A professora Elizanilda Ramalho do Régo, pela receptividade em seu laboratorio e
alegria sempre demonstrada.

A minha filha Karoline Belarmino Ramos, por ser o meu bem maior e renovar
minhas energias a cada dia com a sua alegria, carinho e amor.

Ao meu marido Robson de Lima Ramos, pelos seus cuidados, companheirismo,
carinho e amor.

A minha mde Janicleide da Silva Belarmino, a quem devo muito do que sou e por
quem sinto um amor sem limites.

Ao meu pai José Belarmino da Silva Neto, por me apoiar sempre que preciso, por
acreditar em mim, pelo seu cuidado, incentivo e amor sempre constantes.

A minha irmd Kaline Karla da Silva Belarmino, por ser uma verdadeira amiga,
por sua prestatividade e carinho sempre demonstrados para comigo.

A minha cunhada Maria Ramos, por me ajudar cuidando da minha filha sempre
que preciso estar ausente, jamais esquecerei tamanha dedica¢do, vocé foi muito

importante para a conclusdo deste trabalho.



A Cibele Ferrari e Mauro Pacheco, pelo incentivo e ensinamentos por mim nunca
esquecidos.

A Katiane da Rosa, pelos seus cuidados e auxilio sempre prestados.

A Givanildo Zildo da Silva, obrigada por se comportar como um verdadeiro irmdo,
por sua preocupagdo para comigo mesmo estando distante, saiba que a sua amizade é
um presente de Deus na minha vida, muito obrigada por tudo meu grande amigo.

A Iane Azevedo, pelo auxilio dado na parte de campo e por se comportar como
uma verdadeira amiga, prestando seu apoio tdo importante e estando sempre a
disposi¢do para ajudar, vocé é uma pessoa iluminada.

A Amanda Kelly, pela atengdo e auxilio disponibilizados sempre que solicitei, sua
participagdo foi de grande importdncia para execugdo deste trabalho.

A Severino do Ramo, pela colaboragdo no trabalho e estar sempre disposto a
ajudar.

A Cosmo Rufino, pelo auxilio prestado sempre que solicitado.

A todos os integrantes do Laboratdrio de Biotecnologia Vegetal os quais me
receberam de portas abertas e sempre se dispuseram a ajudar.

A Angela Maria, meu muito obrigada pelo auxilio dado, vocé foi muito importante
na concretizagdo deste trabalho.

A Glducia, por sua disponibilidade sempre que precisei e por sua transmissdo de
conhecimentos fundamentais durante a execugdo deste trabalho.

A Priscila Alves, pela disposi¢do para ajudar sempre que necessdrio.

A Fernando dos Santos, por que hd alguns anos me convidou para estagiar no
Laboratdrio de Andlise de Sementes e acima de tudo por ser meu amigo e me auxiliar na
realizagdo deste trabalho.

A Maria Licia, por estar comigo sempre que precisei e me incentivar com suas
palavras sabias sempre necessdrias, vocé é uma grande amiga.

A Lucas Cavalcante e Izabela Lopes, pelo carinho e atengdo que sempre tiveram
comigo.

A Isménia Marayre, uma amiga de infdncia que se faz sempre presente me
auxiliando e me apoiando sempre que preciso.

As minhas tias Mironey, Lourdiney e Lucinha, pelo carinho e cuidados tdo
necessdrios.

A Alex Barbosa, pela importante colaboragdo na realizagdo deste trabalho.



Ao meu primo Jeferson Trajano e a Lucildo Cruz, pela ajuda na coleta das estacas.
Aos funciondrios do Laboratdrio de Andlise de Sementes, Antonio Alves, Rui

Barbosa e Severino Francisco.

Obrigada a todos!



SUMARIO

RESUMO GERAL . ..ottt ses sttt s s ss s ass s sensenssees 1
GENERAL ABSTRACT ..ottt sttt sttt an s ssese s ssnsenssnsanes 2
INTRODUGAO GERAL ...ttt sttt sttt sttt tnens 3

CAPITULO | - DIVERSIDADE GENETICA EM UMA POPULACAO DE Poincianella
pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz ACESSADA POR MARCADORES MOLECULARES RAPD ....7

RESUMO. ...ttt bbb bbbt h e bt bt e skt sb e e b b e bt e bt e nb e eb e e n b nbe b e e b nre e e 8
A B ST RA T ettt b e bbbt bt bt e R e e e bt be e be e beenbeeebeeenaeabe e 9
L. INTRODUGAQ ..o es s ssnsss 10
2. MATERIAL E METODOS ......oiiiiieieiseesteetesee et ses s sestssessesses s sss s s st ssssnassensanens 11
2.1. CaracterizaGdo da area de COleta.........ccviieiieii i 11
2.2. Conservagao do material Vegetal..........ccoiiiiiiiiii e 13
2.3. EXTracao dO DINA ... .ottt re e 13
2.4. PUrificag80o A0 DINA .. ..o 14
2.5. QUANITICACAD O DINA ...ttt re e re e 14
2.6. REACAD U8 RAPD ... .ottt 14
3. RESULTADOS E DISCUSSAQ .......cooiiieiieesietiestieeesesiereesessssessesesssssensssessesssssssnssssnsssensensns 16
A, CONCLUSOES........ooieeieteeeeeee ettt sttt sttt en et n st an s senans 25
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......coovevevevsieeiesseeteseieesiesiesessisssssssssssssses s, 26

CAPITULO Il - DIVERSIDADE GENETICA EM UMA POPULACAO DE Myracrodruon
urundeuva Fr. All. (ANACARDIACEAE) ACESSADA POR MARCADORES MOLECULARES

N 5 USRS 29
RESUMO . .ttt et s e e et e e e a b e e s be e e sa b e e e bee e teeesabeeesateesateeateeeanreeennees 30
F AN = S I ¥ A USRS 31
(R Vi =70 160V OO 32
2. MATERIAL E METODOS .....oooiviiiiiieieisieie st 33
2.1. Caracterizagdo da area de COleta..........ccviieiieii i 33
2.2. Conservagdo do material VEQELal...........ccviiiiriieiieieees s 35
2.3. EXTracao dO DINA ...ttt re e 35
2.4. PUrificag8o A0 DINA ..ot 36
2.5. QUANtITICACAD O DINA .. ..ot reere e 36
2.6. REACAD U8 RAPD ..ottt bbbt 37
2.7. DIVErsidade gENELICA.........cccueie ettt 37
3. RESULTADOS E DISCUSSAO .......coiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees s es s es s en s 38
B, CONCLUSOES........oiiiriieiie ittt 45

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....oooooeeeeeeeeeeeeeeeee et ee e e eees e e ee s e e s esaseeeeenann 46



CAPITULO Il - QUALIDADE FISIOLOGICA DE DIASPOROS DE Myracrodruon urundeuva
Fr. All. (ANACARDIACEAE) SUBMETIDOS A DIFERENTES SUBSTRATOS E

TEMPERATURAS ..ottt teesesess s s ss s esss s ssan s sesn s esssn st nse s s nsenneans 50
RESUMO . .ottt sttt en s en s es et 51
N 23S 2N @ OO 52
O | N 1210 5101 07:X @ TR 53

MATERIAL E METODOS ..ottt tes st sessssnsssssssssesssssenseneons 54

2
3. RESULTADOS E DISCUSSAD .. ..oovoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeesesesesesesesesesasesasasasasasaesessseeenienes 56
A, CONGCLUSODES. ....cooieeeeeeeet e e e e e e e te e e e e et e e e e e e ee e es et ee et et et et et et et atesasesesaeeseeeeseeeeeenes 63
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......oooeeeeeeeeeeeeereveseseeteseseseesetesesessesssasesesessssssesesesons 63



LISTADE TABELAS

CAPITULO | - DIVERSIDADE GENETICA EM UMA POPULACAO DE Poincianella
pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz ACESSADA POR MARCADORES MOLECULARES RAPD

Tabela 1. Iniciadores RAPD, sequéncias de nucleotideos, nimero total de bandas amplificadas,
locos polimérficos e monomorficos e de polimorfismo em uma populagdo de Poincianella
pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz localizada em Soledade, PB. .........cccccceieiiiieivecice e 17

Tabela 2. Matriz de distancia genética entre 20 individuos de Poincianella pyramidalis (Tul.) L. P.
Queiroz, oriundos de uma populacéo localizada em Soledade, PB. .........cccooeviiiveeniiiececeee 20

Tabela 3. Coeficiente de correlacdo cofenética entre a matriz de distdncias e 0 método de
agrupamento hierarquico UPGMA, gerados a partir da analise de diversidade genética entre 20
individuos de Poincianella pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz por meio de marcadores RAPD......... 24

CAPITULO Il - DIVERSIDADE GENETICA EM UMA POPULACAO DE Myracrodruon
urundeuva Fr. All.  (ANACARDIACEAE) ACESSADA POR MARCADORES
MOLECULARES RAPD

Tabela 1. Iniciadores RAPD, sequéncias de nucleotideos, nimero total de bandas amplificadas,
locos polimorficos e monomérficos porcentagem de polimorfismo em populagdes de
Myracrodruon urundeuva Fr. All. localizadas em area de Caatinga. ...........ccocvvreerirnreerinnecnnnnnes 39

Tabela 2. Matriz de distancia genética entre 20 individuos de Myracrodruon urundeuva Fr. All.,
oriundos de trés populacdes localizadas em area de Caatinga. .........ccceeveveveiiie v s 41

Tabela 3. Coeficiente de correlacdo cofenética entre a matriz de distancias e o método de
agrupamento hierarquico UPGMA, gerados a partir da analise de diversidade genética entre 20
individuos de Myracrodruon urundeuva Fr. All. por meio de marcadores RAPD...........c.ccccveueenee. 44

CAPITULO 1Il - QUALIDADE FISIOLOGICA DE DIASPOROS DE Myracrodruon
urundeuva Fr. All. (ANACARDIACEAE) SUBMETIDOS A DIFERENTES SUBSTRATOS E
TEMPERATURAS

Tabela 1. Porcentagem de germinacdo de didsporos de Myracrodruon urundeuva Fr. All
submetidos a diferentes subStratos € tEBMPEIALUIES. ........c.coveiveieieeieie e 56

Tabela 2. indice de velocidade de germinagdo de diasporos de Myracrodruon urundeuva Fr. All.
submetidas a diferentes SUDSLIatos € tEMPEIAtUIAS. ........ccvviririieriierie e 58

Tabela 3. Comprimento da raiz principal (cm) de plantulas de Myracrodruon urundeuva Fr. All.
oriundas de sementes submetidas a diferentes substratos e temperaturas. ............ccceeeveevveneseennn 59

Tabela 4. Comprimento de parte aérea (cm) de plantulas de Myracrodruon urundeuva Fr. All.
oriundas de sementes submetidas a diferentes substratos e temperaturas. ............ccoceeererereeiennninnn. 60

Tabela 5. Massa seca de raizes (mg) de plantulas de Myracrodruon urundeuva Fr. All. oriundas de
sementes submetidas a diferentes substratos e teMPEraturas. .........cccocveerereriereeeere e 61

Tabela 6. Massa seca de parte aérea (mg) de plantulas de Myracrodruon urundeuva oriundas de
sementes submetidas a diferentes substratos e teMPEraturas. ..........ccocovoeevereiieereneere e 62



LISTADE FIGURAS

CAPITULO | - DIVERSIDADE GENETICA EM UMA POPULACAO DE Poincianella
pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz ACESSADA POR MARCADORES MOLECULARES RAPD

Figura 1. Dispersao grafica dos 20 individuos de Poincianella pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz.
[Adaptado de Lima (2014)].....ccveeriirerieieeeee ettt 12

Figura 2. Produtos de amplificacdo de RAPD gerados com o iniciador OPAT-08 em 20 individuos
de Poincianella pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz. MM — marcador de peso molecular Ladder 1

Figura 3. Dendrograma construido por meio do método UPGMA, com base no coeficiente de
similaridade genética de Jaccard numa populacdo natural de 20 individuos de Poincianella
pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz, a partir de 20 marcadores RAPD. ..........cccoceiviinininencieeeee 22

Figura 4. Anélise dos componentes principais de uma populagdo natural de 20 individuos de
Poincianella pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz, avaliados através de marcadores moleculares

CAPITULO Il - DIVERSIDADE GENETICA EM UMA POPULAGCAO DE Myracrodruon
urundeuva Fr. All.  (ANACARDIACEAE) ACESSADA POR MARCADORES
MOLECULARES RAPD

Figura 1. Dispersdo gréafica dos 20 individuos de Myracrodruon urundeuva Fr. All....................... 34

Figura 2. Produtos de amplificagdo de RAPD gerados com o iniciador OPAT-05 em 20 individuos
de Myracrodruon urundeuva Fr. All. MM — marcador de peso molecular Ladder 1 Kb... ............... 40

Figura 3. Dendrograma construido por meio do método UPGMA, com base no coeficiente de
similaridade genética de Jaccard numa populacdo natural de 20 individuos de Myracrodruon
urundeuva Fr. All., a partir de 20 marcadores RAPD. ........cccooviiiie i 43

Figura 4. Anélise dos componentes principais de uma populacdo natural de 20 individuos de
Myracrodruon urundeuva Fr. All., avaliados através de marcadores moleculares RAPD................ 45



BELARMINO, Karialane da Silva. Mestre em Agronomia. Universidade Federal da
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DIVERSIDADE GENETICAEM POPULAQC)ES DE PLANTA§ NATIVAS
ACESSADA POR RAPD E QUALIDADE FISIOLOGICA DE DIASPOROS DE
Myracrodruon urundeuva Fr. All.

RESUMO GERAL - A Caatinga caracteriza-se por uma diversidade de espécies vegetais
com adaptacdes ecofisiolégicas importantes para sobrevivéncia em regides semiaridas.
Entretanto, varias espécies estdo ameacadas de extin¢do devido a acbes antrépicas que
comprometem os ecossistemas presentes nesse bioma. Neste sentido, se fazem necessarios
estudos acerca dos diversos aspectos que potencializem o desenvolvimento de estratégias
de recuperacdo e conservacao de areas degradadas. O objetivo dos estudos realizados foi
avaliar a diversidade genética entre 20 individuos de Poincianella pyramidalis e
Myracrodruon urundeuva ocorrentes em populagdes localizadas na Caatinga paraibana,
utilizando-se marcadores RAPD. Objetivou-se também identificar os substratos e
temperaturas mais adequados para a avaliacdo da qualidade fisioldgica de diasporos de M.
urundeuva. Os experimentos de diversidade genética foram realizados através de extracdo
do DNA utilizando-se brotacdes jovens dos individuos e a amplificacdo com 20 iniciadores
para P. pyramidalis (OPAT-01 a OPAT-20) e 28 iniciadores para M. urundeuva (OPAT-01
a OPAT-20; MEP-01 a MEP-08). As marcas obtidas foram convertidas em uma matriz
binaria, a partir da qual foi construida a matriz de dissimilaridade genética usando o
complemento aritmético do coeficiente de Jaccard e a construgdo do dendrograma,
utilizando-se o método UPGMA. A qualidade fisioldgica dos didsporos de M. urundeuva
foi avaliada utilizando-se diferentes substratos (entre e sobre): areia, vermiculita,
basaplant®, papel mata-borrdo® e rolo de papel germitest® combinados com as
temperaturas constantes de 20, 25, 30, 35, 40 °C e alternada de 20-30 °C. As variaveis
analisadas foram: teor de &gua, germinacdo, comprimento de raiz principal e de parte
aérea, massa seca de raizes e de parte aérea. Com base nos resultados, os individuos 09 e
17 de P. pyramidalis, assim como 04 e 09, 13 e 16 de M. urundeuva, sdo importantes
fornecedores de material vegetal para o estudo fisioldgico de sementes; os individuos mais
divergentes geneticamente encontrados em ambas as espécies devem ser utilizados em
projetos de conservacdo e/ou restauracdo. O teste de germinacdo de M. urundeuva deve ser
conduzido sobre papel, a 30 °C; em rolo de papel, a qualquer temperatura, exceto 20 °C e
40 °C; em qualquer substrato, exceto entre areia e sobre vermiculita, a 35 °C; plantulas
mais vigorosas sao obtidas quando os diasporos séo semeados sobre areia, a 25 °C.

Palavras-chave: Anélise molecular, Aroeira, Catingueira, Germinacgao



BELARMINO, Karialane da Silva. Master in Agronomy. Universidade Federal da Paraiba,
February, 2015. Genetic diversity in native plant populations accessed by RAPD and
physiological quality of Myracrodruon urundeuva Fr. All. diasporas. 2015. 77f.
Supervisor: Riselane de Lucena Alcéntara Bruno.

GENETIC DIVERSITY IN NATIVE PLANT POPULATIONS ACCESSED BY
RAPD AND PHYSIOLOGICAL QUALITY OF Myracrodruon urundeuva Fr. All.
DIASPORAS

GENERAL ABSTRACT - The Caatinga is characterized by a diversity of plant species
with important ecophysiological adaptations for survival in semiarid regions. However,
several species are threatened with extinction due to human actions that compromise the
ecosystems present in this biome. In this sense, are necessary studies on the various aspects
that enhance the development of recovery strategies and conservation of degraded areas.
The aim of the studies was to evaluate the genetic diversity among 20 individuals of
Poincianella pyramidalis and Myracrodruon urundeuva occurring in populations located
in Caatinga of Paraiba, using molecular markers. The objective also identify the most
appropriate substrates and temperatures to evaluate the physiological quality of M.
urundeuva diasporas. The genetic diversity of experiments were performed through DNA
extraction using young shoots of individuals and amplification with 20 primers for P.
pyramidalis (OPAT-01 to OPAT-20) and 28 primers for M. urundeuva (OPAT-01 to OPAT-
20; MEP-01 to-08 MEP). The obtained labels were converted into a binary matrix, from
which it is constructed the genetic dissimilarity matrix using complement arithmetic of
Jaccard’s coefficient and construction of dendrogram, using the UPGMA method. The
physiological quality of M. urundeuva diasporas was evaluated using different substrates
(between and over): sand, vermiculite, basaplant®, mata-borrdo® paper and scroll
germitest® paper combined with constant temperatures of 20, 25, 30, 35, 40 °C and
alternate 20-30 °C. The variables analyzed were: water content, germination, main root and
shoot length, dry weight of roots and shoots. Based on the results, P. pyramidalis subjects
09 and 17, as well as 04 and 09, 13 and 16 of M. urundeuva are important for suppliers of
plant material to the physiologicalseed assessment; the most divergent individuals
genetically found in both species should be used in conservation projects and/or
restoration. M. urundeuva germination test should be conducted on paper at 30 °C; in a roll
of paper, at any temperature other than 20 °C and 40 °C; on any substrate except between
sand and vermiculite at 35 °C; more vigorous seedlings are obtained when the diasporas
are grown on sand at 25 °C.

Keywords: Molecular analysis, Aroeira, Catingueira, Germination



1. INTRODUCAO GERAL

A Caatinga compreende um tipo de vegetacdo estacional decidual que cobre a
maior parte da regido semiarida do Nordeste, distribuindo-se por uma &rea equivalente a
cerca de 800 mil km? (PRADO, 2003). Esse bioma ainda caracteriza-se por possuir uma
vegetacdo diversificada quanto a fisionomias e conjuntos floristicos, sendo a sua
distribuicdo determinada, em grande parte, pelo clima, relevo e embasamento geoldgico
que, em suas multiplas inter-relacdes, resultam em ambientes ecoldgicos bastante distintos
(RODAL et al., 2008).

Em biomas tropicais como a Caatinga, a capacidade das populacdes naturais
adaptarem-se as mudancas ambientais pode ser comprometida pela fragmentacéo ocorrente
e consequente diminuicdo da sua diversidade, principalmente devido as perturbacdes
antrépicas (PINTO et al., 2004; MOURA, 2005).

A catingueira [Poincianela pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz] é uma espécie
florestal, endémica da Caatinga (MAIA, 2004); podendo ser encontrada em diversas
associacOes vegetais, com ocorréncia nos estados do Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte,
Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia e norte de Minas Gerais, locais estes onde é
bastante utilizada pelas comunidades para a obtencdo de lenha e carvdo (SILVA et al.,
2009).

Outra espécie existente neste bioma, porém ameacada de exting¢do, € Myracrodruon
urundeuva Fr. All. (BRASIL, 2008); uma planta didica, polinizada por insetos,
popularmente conhecida como aroeira (LORENZI, 2008). Sendo que a exploracdo
inadequada de suas populacbes naturais vem comprometendo sua capacidade de
sobrevivéncia em habitat natural (FREITAS et al., 2006).

A pressdo sobre 0s recursos genéticos na Caatinga € bastante acentuada, seja devido
as condicBes socio-econdmicas dos habitantes, seja devido ao estabelecimento de
atividades produtivas. O primeiro dano ocorre devido a perda gradativa da variabilidade
genética para todas as espécies do bioma, o que poderéa resultar num segundo momento no
desaparecimento de uma dada espécie sob intensa utilizacdo. Escassos tém sido os
trabalhos referentes a coleta, utilizacdo, caracterizacéo, estudos filogenéticos e genéticos e
pré-melhoramento das espécies endémicas ou de ocorréncia espontanea na regiao
(EMBRAPA, 2000).

A deficiéncia de informacdes sobre ecologia e genética em populagdes naturais, em
funcdo da alta diversidade e complexidade de espécies, dificulta a amostragem e definigédo



de metodologias apropriadas para o seu estudo. Esse conhecimento é essencial para o
entendimento da estrutura genética dessas populagdes e, portanto, para o delineamento de
estratégias de conservacdo, melhoramento, manejo sustentavel, recuperacdo de areas
degradadas e coleta de sementes para plantios com espécies nativas (KAGEYAMA et al.,
2003).

O estudo da diversidade genética populacional evita a selecdo de &rvores matrizes
considerando-se apenas a qualidade fisioldgica, uma vez que isso compromete a utilizagédo
das sementes em uso posterior, pelo risco de que sejam oriundas de individuos aparentados
(SCHMIDT, 2000). Esse conhecimento da variabilidade e da base genética das sementes a
serem utilizadas é imprescindivel para a garantia da sustentabilidade dos plantios, tenham
estes finalidade produtiva ou conservacionista (PAULA, 2007).

Ainda a respeito da diversidade genética, o advento da PCR (Reacdo da Polimerase
em Cadeia) permitiu o desenvolvimento de diversas classes de marcadores moleculares
amplamente utilizados na avaliagdo de polimorfismos dentro e entre espécies. A técnica de
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) tem se mostrado atrativa no que diz
respeito a simplicidade de execucdo e ao custo relativamente baixo, além de nao requerer
conhecimento prévio do genoma em estudo a fim de se desenhar iniciadores especificos.

Essa técnica utiliza iniciadores correspondentes a sequéncias curtas e arbitrarias de
nucleotideos. O produto da reacdo de PCR € derivado de uma regido do genoma que
contém dois segmentos curtos homologos aos iniciadores, em fitas opostas de DNA e
suficientemente proximos para que a amplificacdo ocorra. Os polimorfismos resultam de
diferengas na sequéncia do local de ancoramento dos iniciadores e a distancia entre eles
(WILLIAMS et al., 1990), gerando um perfil de fragmentos de DNA que podem ser
observados ap6s eletroforese em gel comumente de agarose. Esses fragmentos sdo
convertidos em dados binarios (presenca ou auséncia de bandas), os quais sdo utilizados
para avaliar as relagdes genéticas através de programas estatisticos.

Além da realizacdo de pesquisas acerca de diversidade genética em populacoes
naturais, outro aspecto importante a ser considerado é a qualidade fisioldgica das sementes
originadas por estas plantas, a qual geralmente é avaliada pelos testes de germinagéo e
vigor, caracterizando atributos fisicos e fisiologicos, uma vez que, nas especies nativas,
ocorre elevada variacdo na germinacao entre diferentes populacgdes (SILVA e CARVALHO,
2008).



Diante disso, o objetivo deste estudo foi analisar a diversidade genética de
populacbes de plantas nativas através de marcadores RAPD assim como avaliar a

qualidade fisioldgica de diasporos de Myracrodruon urundeuva Fr. All..
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DIVERSIDADE GENETICA EM UMA POPULACAO DE Poincianella pyramidalis
(Tul)) L. P. Queiroz ACESSADA POR MARCADORES MOLECULARES RAPD

RESUMO - Poincianella pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz é uma espécie endémica da
Caatinga que vem sendo explorada para diversificados fins, havendo a necessidade de
informacdes acerca de populacdes naturais ainda existentes. O objetivo do estudo foi
avaliar a diversidade genética entre 20 individuos de P. pyramidalis ocorrentes em uma
populacéo localizada na Caatinga paraibana, com vistas a coleta de sementes, utilizando-se
marcadores RAPD. Para a extracdo do DNA foram utilizadas brotagdes jovens dos
individuos e a amplificacdo foi feita utilizando-se 20 iniciadores. As marcas obtidas foram
convertidos em uma matriz binéria, a partir da qual foi construida a matriz de
dissimilaridade genética usando o complemento aritmético do coeficiente de Jaccard e a
construcdo do dendrograma, utilizando-se o método UPGMA. Nenhum fragmento
amplificado foi monomorfico, resultando, portanto, em 100% de polimorfismo na
populacdo analisada. O valor médio de diversidade genética entre as matrizes foi de
63,28%, variando de 30,9 a 97,7%. Os individuos 09 e 17 apresentaram relevante
proximidade genética, ndo sendo indicado o plantio de suas mudas em locais préximos. A
populacdo avaliada neste estudo apresentou alta diversidade genética, originando doze
grupos a partir da analise de agrupamento hierarquico UPGMA. Com base nos resultados,
os individuos 09 e 17 podem fornecer material vegetal para avaliacdo do desempenho
fisiologico de sementes de P. pyramidalis, assim como, o conjunto de individuos da
populacdo apresenta diversidade genética elevada, a qual os caracteriza como matrizes
adequadas a projetos de restauracdo e/ou conservacdo da referida espécie.

Palavras-chave: Anélise molecular, Catingueira, Espécie florestal



GENETIC DIVERSITY IN A Poincianella pyramidalis (Tul) L. P. Queiroz
POPULATION ACESSED BY RAPD MOLECULAR MARKERS

ABSTRACT - Poincianella pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz is an endemic species of the
Caatinga that has been explored for diversified purposes, with the need for information
about remaining natural populations. The objective of the study was to evaluate the genetic
diversity among 20 individuals of P. pyramidalis occurring in a population located in the
Caatinga of Paraiba, aiming to collect seeds, using RAPD molecular markers. For DNA
extraction were used young shoots of individuals and amplification was performed using
primers 20. The markers were transformed into a binary matrix, from which was
constructed the genetic dissimilarity matrix using Jaccard arithmetic complement and
construction of dendrogram using the UPGMA method. No amplified fragment was
monomorphic, resulting therefore in 100% polymorphism in the population. The mean
genetic diversity among individuals was 63.28%, ranging from 30.9 to 97.7%. Individuals
09 and 17 showed significant genetic similarity, so that planting your seedlings at nearby
locations is not indicated. The population evaluated in this study showed high genetic
diversity, originating twelve groups from the UPGMA cluster analysis. Based on the
results, the individuals 09 and 17 can provide plant material to assess the P. pyramidalis
seed physiologic performance, as well as, the group of individuals shows high genetic
diversity, that can characterize as adequate matrices to restauration and/or conservation of
the respective specie.

Keywords: Molecular analysis, Catingueira, Foresty species



1. INTRODUCAO

O bioma Caatinga é o maior e mais importante ecossistema existente na regiao
Nordeste brasileira, ocupando praticamente 60% de sua area, estendendo-se pelo dominio
de climas semiéridos. Ocupa parte dos estados do Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba,
Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Piaui, Bahia e uma pequena por¢cdo ao Norte de Minas
Gerais (ANDRADE et al., 2005). Pesquisas cientificas mostram que esse ecossistema
possui significativo nimero de espécies endémicas, ou seja, que ocorrem apenas nessa
regido, e que devem ser consideradas como patrimdnio bioldgico de valor inestimavel
(SAMPAIQ et al., 2002).

Em meio as variadas espécies da Caatinga utilizadas para exploracdo florestal,
destaca-se a catingueira [Poincianella pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz], uma xerdfila,
caducifélia, pertencente a familia Fabaceae, sendo muito utilizada para o fornecimento de
madeira para lenha e carvéo, forragem para o gado, na medicina popular e para restauracao
florestal (MAIA, 2004).

Diante de tantas utilidades e importancia ecolégica, P. pyramidalis foi incluida pelo
Ministério do Meio Ambiente na lista unificada de espécies prioritarias para o bioma
Caatinga (PAREYN, 2010). Contudo, ainda persiste a caréncia de informacGes acerca de
diversos aspectos a esta relacionada, dentre eles, estudos envolvendo a diversidade
genética de populagdes naturais da espécie, 0s quais, por conseguinte, poderiam fornecer
subsidios para programas de conservagdo, melhoramento e coleta de sementes.

Muitas pesquisas a respeito da diversidade genética de recursos vegetais tém sido
realizadas atualmente e se devem, principalmente, as tecnologias modernas da genética e
biologia molecular, que por meio da técnica do DNA recombinante, da reacdo em cadeia da
polimerase e do sequenciamento automatico do DNA tornaram possivel o desenvolvimento
de marcadores moleculares capazes de detectar polimorfismo genético diretamente no
DNA, sendo utilizados para identificacdo, caracterizacdo e avaliacdo dos recursos
genéticos vegetais (FALEIRO, 2007).

Atualmente, existe um ndmero consideravel de marcadores moleculares, sendo a
escolha de um ou outro dependente de alguns fatores, a exemplo do nivel tecnoldgico e dos
recursos financeiros disponiveis. Nos casos em que nao se tem acesso a tecnologias como a
de sequenciamento prévio do genoma, por exemplo, marcadores moleculares de sequéncia
arbitraria podem ser rapidos e facilmente utilizados para iniciar a avaliagdo da diversidade
genética de recursos vegetais (VELASCO-RAMIREZ et al., 2014).
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A técnica de RAPD (Random Amplified Polymorfhic DNA) utiliza iniciadores
arbitrérios curtos (geralmente decameros), os quais resultam na amplificagdo de varios
produtos de DNA na mesma reacdo de PCR; sendo estes derivados de uma regido do
genoma que contém dois segmentos homaologos aos iniciadores, em fitas opostas de DNA e
suficientemente proximos para que a amplificacdo ocorra (WILLIAMS et al., 1990).

Trabalhos recentes tém demonstrado o grande potencial dos marcadores RAPD
para estimar a diversidade genética entre gendtipos de espécies do género Poincianella
(MENDES et al., 2014) e de populagdes naturais de outras espécies nativas da Caatinga, a
exemplo de Amburana cearensis (Fr. Allem.) A.C. Smith, Myracrodruon urundeuva M.
Allem., Schinopsis brasiliensis Engl. (SANTOS et al., 2007) e Ziziphus joazeiro Mart.
(GOIS et al., 2014).

Sendo assim, objetivou-se com este estudo avaliar a diversidade genética entre
arvores matrizes de P. pyramidalis provenientes de uma populacdo natural da Caatinga,

com vistas a coleta de sementes.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Caracterizacao da area de coleta

Coletou-se estacas de 20 individuos de P. pyramidalis, os quais foram selecionados
e georreferenciados a partir do método de trilhas. Os individuos estdo localizados na
Fazenda Acude, municipio de Soledade-PB, na microrregido do Curimatad Ocidental, no
Agreste Paraibano ( -7° 7° 22” de Latitude ¢ -36° 19’ 33” de Longitude), localizada a 10 km
da BR-230 (Figura 1). A &rea tem relevo predominantemente suave ondulado, com altitude
em torno de 535 m em relagdo ao nivel do mar.

O clima da regido é quente e seco, de acordo com Koppen (1948), do tipo
semiarido, subtipo BS’h, com uma precipitacdo pluviométrica média anual de 500 mm,
com temperaturas maxima de 31 °C e minima de 16,7 °C, apresentando pequenas variacdes
e umidade relativa do ar em torno de 65%.

11



)

LT VA R L — R e ot e N e e

s 1 PR

Figura 1. Dispersdo grafica dos 20 individuos de Poincianella pyramidalis

S 2L 5 g MY My PN

(Tul) L. P. Queiroz. [Adaptado

1> Bl ALY

de Lima (2014)]



2.2. Conservacgéo do material vegetal

Apb6s a coleta, as estacas foram devidamente acondicionadas em sacos de
polietileno e mantidas em caixas de poliestireno expandido a fim de se evitar a perda de
umidade. Em seguida, o material foi encaminhado ao Laboratorio de Anélise de Sementes
(LAS) do Centro de Ciéncias Agrarias da UFPB; posteriormente, as estacas foram postas
em recipientes corretamente identificados e contendo agua a fim de se induzir a formacéo
de brotac6es. O material vegetal (brotagdes) foi coletado e mantido em freezer para melhor
conservacao, sendo posteriormente encaminhado ao Laboratorio de Biotecnologia Vegetal
(CCA/UFPB) para a extracdo do DNA.

2.3. Extracdo do DNA

A extracdo do DNA foi baseada no método descrito por Doyle e Doyle (1990).
Utilizou-se 180-200 mg de folhas maceradas com nitrogénio liquido até a obtencdo de um
po fino; transferiu-se esse material para microtubos de 1,5 mL onde foi adicionado 700 puL
de tampdo de extracdo (CTAB 2%; B-mercaptoetanol), sendo os microtubos agitados
lentamente por 1 minuto até que a solucdo se tornasse viscosa. As amostras foram
submetidas a banho-maria (60 °C por 30 minutos) para solubilizacdo e homogeneizacgdo da
suspensdo; em seguida, foi acrescentado 600 pL de CIA (Cloroférmio:Alcool isoamilico)
(24:1), agitou-se lentamente durante 1 minuto e centrifugou-se a 13.400 rpm por 10
minutos. Apds a centrifugagdo, o sobrenadante (500 pL) foi transferido para um novo
microtubo; foi adicionado 50 pL do volume do tampao de lavagem, sendo os microtubos
homogeneizados e agitados por inversdo durante 5 minutos. Acrescentou-se 500 uL de
CIA, agitou-se e centrifugou-se a 13.400 rpm por mais 5 minutos; transferiu-se 365 uL da
fase superior para um novo microtubo e foi adicionado 1.130 pL de tampdo de
precipitacdo. Os microtubos permaneceram incubados a temperatura ambiente por 30
minutos e em seguida foram centrifugados a 13.400 rpm por 10 minutos. Descartou-se 0
sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet em 400 uL de TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM,
pH 8,0), adicionou-se 200 pL de acetato de amonio e 900 pL de etanol 95% frio. Misturou-
se lentamente até precipitar o DNA e incubou-se 0os microtubos por 1 hora a -20 °C. Apos a
incubacéo, estes foram centrifugados a 13.400 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi
descartado e adicionou-se 700 pL de etanol 95% frio, sendo estes submetidos a

centrifugagdo a 13.400 rpm por mais 1 minuto. O sobrenadante foi descartado
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cuidadosamente evitando o descarte do pellet de acidos nucléicos formado no fundo do
tubo. Os microtubos foram entéo invertidos e deixados a temperatura ambiente para a total

evaporacdo do etanol; o material foi ressuspendido em 50 uL de TE ¢ congelados a -20 °C.

2.4. Purificagdo do DNA

As amostras de DNA gendmico dos individuos de P. pyramidalis foram incubadas
em banho-maria a 37 °C, com o DNA, na proporc¢do de 1:1/2 RNAse (40 ng/mL) (v:v),
durante 12 minutos. Adicionou-se 1:10 de NaCl 5M seguido de 2/3 do volume de
isopropanol gelado, sendo as amostras mantidas a -20 °C por 2 horas. Passado o periodo de
incubacdo, as amostras foram centrifugadas, por 10 minutos a 14000 rpm. O sobrenadante
foi removido e os microtubos lavados duas vezes com etanol 70% e uma vez com etanol
95%, sendo centrifugados a 14000 rpm durante 2 minutos a cada lavagem. Em seguida, o
sobrenadante foi descartado cuidadosamente e os microtubos mantidos a temperatura
ambiente para total evaporagdo do etanol; o precipitado foi ressuspendido em 40 uL de

tampéo TE.

2.5. Quantificacdo do DNA

Para estimativa da quantidade e integridade do DNA, o material foi submetido ao
processo de eletroforese em gel de agarose 0,8%. Aliquotas de cada amostra de DNA
foram aplicadas nos pocos do gel e a concentracdo das amostras foi estimada por
comparacdo visual da intensidade de fluorescéncia das bandas do DNA, com a do padrao
conhecido. A corrida foi realizada em tampdo TAE 1X (Tris-acetato 0,04 M e EDTA 1
mM), a 80 volts e o gel, corado com brometo de etidio, foi fotografado sob luz UV, em um
fotodocumentador tipo Gel logic 112.

2.6. Reacdo de RAPD

As reacOes de amplificacdo do DNA foram feitas utilizando-se um volume final de
25ul, sendo 23 pl de Master Mix (Tampdo 1x + MgCl, 3 mM + dNTP 200 mM + primer 1
mM + Taq DNA polimerase 1 U) e 2 ul de DNA gendmico (50 ng) da amostra.

Para a obtencdo das marcas de RAPD foram utilizados 20 iniciadores (Operon
Technologies Inc., Alameda, CA, EUA) decameros: OPAT-01, OPAT-02, OPAT-03, OPAT-
04, OPAT-05, OPAT-06, OPAT-07, OPAT-08, OPAT-09, OPAT-10, OPAT-11, OPAT-12,
OPAT-13, OPAT-14, OPAT-15, OPAT-16, OPAT-17, OPAT-18, OPAT-19, OPAT-20. Esses
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iniciadores foram eficientes na determinacgdo da diversidade genética para duas espécies do
género Aspidosperma (Apocynaceae) (TOREZAN et al., 2005); (BEZERRA, 2014).

As reacdes de amplificacdo foram efetuadas em um termociclador com o seguinte
programa: desnaturacdo inicial de 94 °C por 3 minutos; 40 ciclos, sendo cada ciclo
constituido da seguinte sequéncia: 15 segundos a 94 °C, 30 segundos a 34 °C e 60
segundos a 72 °C; apds os 40 ciclos, foi realizada a extensdo final a 72 °C por sete
minutos. Os produtos da amplificacdo foram separados por eletroforese, em cuba
horizontal, contendo tampdo TBE 0,5 X, por um periodo de 1 hora, em gel de agarose
1,5% a 80 volts. Ao término da corrida, os géis foram fotografados sob luz UV, em um
fotodocumentador tipo Gel logic 112.

2.7. Diversidade genética

Atraveés da leitura das bandas no gel, foi construida uma matriz binaria, em que (0)
indicava auséncia e (1), a presenca de bandas; a partir da qual foram estimadas as
distancias genéticas entre os individuos, gerando uma matriz de dissimilaridade, por meio
do complemento aritimético (1-C) do coeficiente de similaridade de Jaccard (1908). A
matriz de distancias genéticas foi utilizada para realizar a anélise de agrupamento por meio
do dendrograma, utilizando-se o método de agrupamento hierarquico UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean). Para o corte no dendrograma,
adotou-se o critério proposto por Mojema (1977), o qual é baseado no tamanho relativo dos
niveis de fusbes (distancias) no dendrograma. Também foi calculado o coeficiente de
correlacdo cofenética e realizada a analise dos componentes principais, a qual baseou-se na
matriz de distancias genéticas, de modo a dispor os individuos em um gréafico
tridimensional de dispersdo. Todas as analises foram realizadas utilizando o Programa
Genes (CRUZ, 2006).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na analise de RAPD, dos 20 iniciadores utilizados, 16 geraram um total de 846
bandas amplificadas e 94 locos polimorficos, sendo que o nimero de fragmentos por
iniciador variou de 2 (OPAT-04) até 9 (OPAT-02, OPAT-11), com uma média de 6,7 locos
por iniciador, dos quais nenhum foi monomorfico, resultando, portanto, em 100% de
polimorfismo na populacdo estudada (Tabela 1), caracterizando-a como sendo de alta
diversidade genética. Ao analisar a variabilidade genética entre plantas de Larix gmelinii,
Zhang et al. (2013) verificaram resultados similares entre os marcadores RAPD e ISSR,
sendo a porcentagem de locos polimorficos igual a 97,35% quando utilizaram 23
marcadores RAPD.

Com excegdo dos iniciadores OPAT-04, OPAT-13 e OPAT-18, os quais geraram
quantidades inferiores de fragmentos e dos iniciadores OPAT-06, OPAT-10, OPAT-15,
OPAT-17, OPAT-19 E OPAT-20, que ndo originaram nenhuma amplificacdo, os demais
iniciadores foram eficientes a medida que produziram bandas nitidas e intensas (Figura 2).
Estudando a diversidade genética de uma populacdo natural de Aspidosperma pyrifolium
Mart. e utilizando os mesmos iniciadores, Bezerra (2014) encontrou resultados
semelhantes, onde 0 OPAT-06, OPAT-10, OPAT-15 e OPAT-17 também ndo amplificaram o
DNA.

16



LT

Tabela 1. Iniciadores RAPD, sequéncias de nucleotideos, numero total de bandas amplificadas, locos polimorficos e monomorficos e de

polimorfismo em uma populacao de Poincianella pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz localizada em Soledade, PB.

Iniciador Sequéncia 5>— 3> N° total de bandas N° de locos N° de locos Polimorfismo (%)
amplificadas polimorficos monomorficos
OPAT - 01 CAGTGGTTCC 66 8 0 100
OPAT - 02 CAGGTCTAGG 94 9 0 100
OPAT - 03 GACTGGGAGG 78 7 0 100
OPAT - 04 TTGCCTCGCC 28 2 0 100
OPAT - 05 ACACCTGCCA 83 8 0 100
OPAT - 06 CCGTCCCTGA 0 0 0 0
OPAT - 07 ACTGCGACCA 92 8 0 100
OPAT - 08 TCCTCGTGGG 87 8 0 100
OPAT - 09 CCGTTAGCGT 60 7 0 100
OPAT - 10 ACCTCCGGTC 0 0 0 0
OPAT - 11 CCAGATCTCC 69 9 0 100
OPAT - 12 CTGCCTAGCC 60 6 0 100
OPAT - 13 CTGGTGGAAG 44 4 0 100
OPAT - 14 GTGCCGCACT 42 7 0 100
OPAT - 15 TGACGCACGG 0 0 0 0
OPAT - 16 CTCTCCGTAG 28 7 0 100
OPAT - 17 AGCGACTGCT 0 0 0 0
OPAT - 18 CCAGCTGTGA 15 4 0 100
OPAT - 19 ACCAAGGCAC 0 0 0 0
OPAT - 20 ACATCAGCCC 0 0 0 0
TOTAL 846 94 0
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Figura 2. Produtos de amplificacdo de RAPD gerados com o iniciador OPAT-08 em 20
individuos de Poincianella pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz. MM — marcador
de peso molecular Ladder 1 Kb.

Na Tabela 2, encontram-se os valores da matriz de dissimilaridade com base no
complemento do indice de similaridade de Jaccard (1908), utilizados para elaborar o
dendrograma por meio da técnica de agrupamento UPGMA. As distancias genéticas
entre os 20 individuos de P. pyramidalis variaram entre 0,309 (individuos 09 e 17) e
0,977 (individuos 04 e 16); sendo o valor médio de dissimilaridade genética observado
nesta populacdo equivalente a 0,632 (63,28%). Esse alto indice é de grande relevancia
para a préatica de selecdo e realizacdo de cruzamentos, sendo que a escolha dos genitores
deve tomar como base os individuos mais divergentes geneticamente. Além disso, todas
as plantas com maior distingdo genética na populacdo como um todo devem ser
selecionadas para coleta de sementes, pois sdo importantes para a formacdo de lotes
com maior diversidade genética.

Ao avaliar a qualidade fisiologica das sementes oriundas das mesmas matrizes
analisadas neste estudo, Lima (2014) observou que maiores porcentagens de
germinacdo sdo conseguidas com sementes originadas das plantas 02, 03, 08 e 20, assim
como maior vigor é obtido com sementes oriundas das plantas 03 e 08. Estas matrizes,
as quais originaram sementes com alta qualidade fisiologica, também apresentaram alta
divergéncia genetica tanto a partir da analise da matriz de dissimilaridade genética
(Tabela 2) quanto do dendrograma gerado por meio do método de agrupamento
hierarquico UPGMA (Figura 3).

Ao analisar a diversidade genética entre 18 individuos de Genipa americana L.,
Rabbani et al. (2012) identificaram uma distancia genética média de 60,4%. Uma
espécie com baixa diversidade genética pode ndo ter a capacidade de responder a
mudangas ambientais, competir com outras plantas ou mesmo ter mecanismos de defesa

eficazes contra pragas e predadores. E essencial para objetivo da conservagio e
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melhoramento de plantas que a variabilidade genética esteja presente entre individuos
da mesma espécie, entre grupos de cruzamentos interespecificos, ou mesmo entre
diferentes espécies do mesmo género; nesta base, o conhecimento sobre a diversidade
genética é crucial para adoc¢édo de estratégias de manejo e conservacdo de plantas bem
sucedido, em particular no caso de uma espécie nativa, como P. pyramidalis (MENDES
etal., 2014).
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Tabela 2. Matriz de distancia genética entre 20 individuos de Poincianella pyramidalis (Tul.) L.
em Soledade, PB.

P. Queiroz, oriundos de uma populacdo localizada

INDIVIDUOS 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
01 0 0508 0,391 0,672 0,338 0,677 0,463 0,767 0,453 0,424 0,456 0,623 0,841 0,421 0,488 0,887 0,452 0,682 0,500 0,7422
02 0 0,462 0,653 0,582 0,659 0,545 0,725 0,569 0,579 0,586 0,615 0,864 0,594 0,600 0,878 0,615 0,667 0,556 0,721
03 0 0,700 0,426 0,660 0,467 0,740 0,456 0,397 0,479 0,667 0,808 0,486 0,571 0,885 0,500 0,690 0,507 0,759
04 0 0,612 0,610 0,678 0,639 0,578 0,638 0,614 0,627 0,703 0,623 0,629 0,625 0,591 0,517 0,641
05 0 065 0471 0,781 0,400 0,500 0,385 0,680 0,815 0,368 0,476 0,894 0,419 0,642 0,405 0,738
06 0 0709 0,552 0,708 0,667 0,714 0,714 0,677 0,687 0,764 0,912 0,694 0,659 0,677 0,647
07 0 0,788 0,500 0,424 0,539 0,667 0,852 0,420 0,472 0,885 0,543 0,754 0,529 0,736
08 0 0,774 0,769 0,829 0,778 0,680 0,788 0,809 0,926 0,783 0,618 0,787 0,733
09 0 0,394 0,410 0,634 0,846 0,373 0,423 0,908 |0,309| 0,672 0,343 0,730
10 0 0,466 0,629 0,811 0,406 0,458 0,865 0,415 0,758 0,471 0,692
11 0 0,608 0,843 0,380 0,427 0,900 0,387 0,623 0,329 0,754
12 0 0,800 0,597 0,603 0,837 0,638 0,640 0,582 0,628
13 0 0821 0,769 0,963 0,759 0,722 0,803 0,679
14 0 0372 0846 0,392 0,671 0,378 0,708
15 0 0848 0,356 0,597 0,365 0,712
16 0 0,847 0,923 0,869 0,935
17 0 0,656 0,386 0,695
18 0 0641 0,658
19 0 0,721
20 0

0¢



A analise de agrupamento, pelo método UPGMA, realizada com base nas
distancias genéticas, permitiu alocar os 20 individuos de P. pyramidalis em doze grupos
de similaridade genética, sendo o ponto de corte (41,98%) realizado segundo 0s critérios
de Mojema (1977); a consisténcia das bifurcacfes geradas pelo dendrograma variou de
11 a 100% entre os individuos avaliados (Figura 3).

O maior grupo foi formado pelos individuos 01, 05, 09, 11, 14, 15, 17 e 19;
podendo-se observar dentro deste uma maior similaridade entre os individuos 09 e 17.
O segundo grupo esta representado pelos individuos 03 e 10; os demais grupos (dez)
foram formados de maneira individual, contendo apenas um individuo cada (02, 04, 06,
07,08, 12, 13, 16, 18 e 20). Ainda é importante ressaltar que 40% dos individuos foram
agrupados no primeiro grupo, observando-se que, apesar de similares, estes ainda
possuem certa divergéncia genética. Esta similaridade pode ser reflexo do processo de
fragmentacdo pelo qual o ecossistema Caatinga vem sofrendo, ocasionando assim
cruzamentos entre individuos aparentados.

Entre os diversos fatores que contribuem para a geracdo de sementes e mudas
inviaveis esta a endogamia, especialmente nas espécies florestais, uma vez que a
maioria delas é de reproducio cruzada (SHIMIZU, 2007). E de relevante importancia o
conhecimento da variabilidade genética existente em popula¢fes que sofreram acdes
antrdpicas, visando a contribuicdo para o desenvolvimento de um manejo adequado
nessas populacdes e a recuperacdo de ambientes degradados (RABBANI et al., 2012).

Estudando a diversidade genética entre duas espécies do género Poincianella [P.
pyramidalis e P. bracteosa (Tul.) L. P. Queiroz] através de 11 marcadores RAPD,
Mendes et al. (2014) observaram uma similaridade média de 59% entre os dez acessos
analisados, tendo o dendrograma (método UPGMA\) subdividido os oito acessos de P.
pyramidalis analisados em trés grupos de similaridade genética. Ao verificarem a
diversidade genética de trés populacbes de Z. joazeiro, Gois et al. (2014) detectaram
similaridades genéticas médias de 54%, 55% e 44%, respectivamente; quando gerados

os dendrogramas por meio do método UPGMA e uso de 20 marcadores RAPD.
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Figura 3. Dendrograma construido por meio do método UPGMA, com base no coeficiente de similaridade genética de Jaccard numa populagdo
natural de 20 individuos de Poincianella pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz, a partir de 20 marcadores RAPD.



Confrontando os dados obtidos na avaliagdo da diversidade genética com a
localizacdo dos individuos na area de estudo, observou-se que apesar de estarem distantes
no campo, os individuos 09 e 17 sdo os mais similares geneticamente, enquanto que 0s
individuos 09 e 16 sdo os mais divergentes (Figura 3), embora a planta 16 esteja localizada
ao lado da planta 17. Observagdo diferente acontece com os individuos 14, 15 e 17, os
quais estdo proximos em campo e formaram 0 mesmo grupo genético, assim como 0s
individuos 09 e 11. Em contrapartida, cerca de 800 metros separam o individuo 01 dos
individuos 09 e 11 e ainda assim, a partir da analise do dendrograma foram agrupados no
mesmo grupo. Em sintese, &rvores fisicamente proximas e geneticamente dissimilares e
arvores fisicamente distantes e geneticamente similares, ou seja, a populagdo é
caracterizada por individuos com diferentes niveis de parentesco, independentemente da
distancia fisica. Tal fato pode ser atribuido principalmente ao tipo de reproducdo, modo de
dispersdo das sementes e polinizacdo existentes nesta espécie.

A flor de P. pyramidalis é hermafrodita e seus aparelhos reprodutivos apresentam
auto-incompatibilidade, havendo formacdo de frutos apenas em polinizacdo cruzada
manual e em polinizacdo natural, ou seja, esta espécie é caracterizada pela presenca de
forte alogamia. Seus principais polinizadores constituem-se de abelhas (géneros Xylocopa
e Centris), eventualmente borboletas e com pouca frequéncia aves da espécie Coereba
flaveola. Provavelmente essa ave, assim como as espécies de Xylocopa e Centris, possua
longa distancia de voo, se deslocando com maior freqiiéncia entre diferentes individuos,
promovendo o fluxo génico via polen (LEITE e MACHADO, 2009).

O coeficiente de correlacdo cofenética (CCC) (Tabela 3), obtido a partir da matriz
de distancia genética e a matriz de distancia cofenética, a partir do dendrograma, foi
elevado (r=0,94**) e significativo, evidenciando, dessa forma, a consisténcia dos
agrupamentos; coeficientes de correlagdo cofenética menores do que 0,7 indicam
inadequacao do método de agrupamento (ROHLF, 1970). Também foram obtidos 0,62% de
distorcdo e 7,92% de estresse, considerados valores excelentes de acordo com a escala de
Kruskal (1964). A baixa distorcdo e nivel de estresse confirmam a boa representacdo da

matriz de dissimilaridade na forma do dendrograma.
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Tabela 3. Coeficiente de correlacdo cofenética entre a matriz de distancias e o método de
agrupamento hierarquico UPGMA, gerados a partir da andlise de diversidade
genética entre 20 individuos de Poincianella pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz
por meio de marcadores RAPD.

Correlagdo cofenética Graus de Valor de Distorgdo Estresse
(Ccoe) liberdade t (%) (%)
0,94** 188 39,95** 0,62 7,92

A analise dos componentes principais € realizada com objetivo de resumir o padrédo
de correlacdo entre as variaveis, levando assim, a um agrupamento delas e a um ndmero
menor de varidveis principais, as quais resumem a informagéo contida no grupo inicial,
sendo cada componente principal uma combinacao linear das varidveis originais (CRUZ et
al., 2004).

A distribuicdo tridimensional da populacao de P. pyramidalis, através da analise dos
componentes principais, também evidencia a grande diversidade existente nessa populagéo
(Figura 4). Pode-se observar a formacéo de sete grupos, o primeiro e maior formado pelos
individuos 01, 03, 05, 07, 09, 10, 11, 14, 15, 17 e 19; o segundo composto apenas pelo
individuo 02; o grupo trés feito pelos individuos 06 e 12; o quarto grupo constituido pelos
individuos 04 e 18; o grupo cinco pelos individuos 08 e 20; o sexto grupo completo apenas
pelo individuo 13 e o grupo sete formado apenas pelo individuo 16. Esses dados, embora
ndo totalmente, relacionam-se com aqueles obtidos atraveés da analise de agrupamento
utilizando o método UPGMA. O maior grupo originado pelo dendrograma também
permaneceu agrupado na analise de componentes principais, com ressalva para inclusao de
mais trés individuos (03, 07 e 10); do mesmo modo, os individuos 02, 13 e 16, 0s quais
agruparam-se de maneira isolada por meio do método UPGMA tenderam a comportar-se

da mesma forma guando realizada a analise dos componentes principais.
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Figura 4. Analise dos componentes principais de uma populacao natural de 20 individuos
de Poincianella pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz, avaliados através de
marcadores moleculares RAPD.

4. CONCLUSOES

Os individuos 09 e 17 revelam-se como os de maior similaridade genética, podendo
fornecer material vegetal para avaliacdo do desempenho fisioldgico de sementes de
Poincianella pyramidalis;

O conjunto de individuos da populacdo €é caracterizado por alta diversidade
genética e as sementes provenientes destes sdo indicadas para producdo de mudas em

projetos de restauracdo e/ou conservacao.
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DIVERSIDADE GENETICA EM UMA POPULACAO DE Myracrodruon urundeuva
Fr. All. ANACARDIACEAE) ACESSADA POR MARCADORES MOLECULARES
RAPD

RESUMO - Myracrodruon urundeuva Fr. All. é uma espécie endémica da Caatinga e com
relevante potencial socio-econémico, sendo que suas populagdes naturais correm o risco da
total extincdo devido ao processo de fragmentacdo pelo qual seu ecossistema natural vem
passando. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a diversidade genética entre 20
individuos de M. urundeuva ocorrentes em trés areas naturais localizadas na Caatinga
paraibana, utilizando-se marcadores RAPD, visando a coleta de sementes. Para a extracao
do DNA foram utilizadas brotacfes jovens dos individuos e a amplificacdo foi feita
utilizando-se 28 iniciadores. As marcas obtidas foram convertidas em uma matriz binaria, a
partir da qual foi construida a matriz de dissimilaridade genética usando o complemento
aritmético do coeficiente de Jaccard e a construcdo do dendrograma, utilizando-se o
método UPGMA. Um total de 52 locos foram amplificados, dos quais apenas dois foram
monomorficos, resultando em 97,78% de polimorfismo. O valor médio de diversidade
genética entre os individuos foi de 47%, variando de 20,5 a 70,5%. Os individuos 04 e 09
foram os mais similares geneticamente, assim como os individuos 13 e 16, sendo maior
divergéncia genética encontrada entre os individuos 03 e 10. Atraves da analise do
dendrograma foi possivel alocar os individuos em 12 grupos de similaridade genética. Com
base nos resultados, os individuos 04 e 09, assim como 13 e 16 sdo importantes
fornecedores de material vegetal para o estudo fisioldgico de sementes; os individuos com
maior dissimilaridade genética devem ser utilizados para producdo de mudas em projetos
de restauracéo florestal.

Palavras-chave: Analise Molecular, Aroeira, Polimorfismo
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GENETIC DIVERSITY IN A Myracrodruon urundeuva Fr. All.
(ANACARDIACEAE) POPULATION ACCESSED BY RAPD MOLECULAR
MARKERS

ABSTRACT - Myracrodruon urundeuva Fr. All is an endemic species of the Caatinga
with relevant socio-economic potential, and its natural populations are at risk of total
extinction due to fragmentation process by which their natural ecosystem is facing.
Accordingly, the objective of this study was to evaluate the genetic diversity among 20
individuals of M. urundeuva occurring in three natural areas located in the Caatinga of
Paraiba, using molecular markers, in order to collect seeds. For DNA extraction were used
young shoots of individuals and amplification was performed using primers 28. The
markers were transformed into a binary matrix, from which was constructed the genetic
dissimilarity matrix using Jaccard arithmetic complement and construction of dendrogram
using the UPGMA method. It were amplified 52 loci, but only two of which were
monomorphic, resulting in 97.78% of polymorphism. The average amount of genetic
diversity among individuals was 47%, ranging from 20.5 to 70.5%. Individuals 04 and 09
were genetically more similar, as are the individuals 13 and 16, most genetic divergence
found among individuals 03 and 10. Through the dendrogram analysis it was possible to
allocate the groups of 12 subjects in the genetic similarity. Based on the results, the
individuals 04 and 09, 13 and 16 are important for suppliers of plant material the seed
physiological study; individuals with greater genetic dissimilarity should be used to
produce seedlings for forest restoration projects.

Keywords: Molecular analysis, Aroeira, Polymorphism
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1. INTRODUCAO

A Caatinga compreende um tipo de vegetacdo estacional decidual que cobre a
maior parte da regido semiarida no Nordeste, distribuindo-se por uma &rea equivalente a
cerca de 800 mil km? (PRADO, 2003). E a Unica ecorregido de floresta tropical seca do
mundo cercada por florestas Umidas e semiumidas (BRASIL, 2006). Mesmo diante de sua
importancia, esse bioma vem sofrendo forte acdo antropica (ANDRADE et al., 2005), e
aproximadamente meio milho de hectares desta ecorregido sdo desmatados anualmente,
dos quais, cerca de 30% dos produtos florestais extraidos sdo utilizados como energia na
forma de carvdo e lenha, impossibilitando muitas vezes, sua regeneracdo natural
(CAMPELLO et al., 1999).

Apesar desse cenario, essa regido apresenta grande variacdo ambiental e dentro dos
recursos naturais, a cobertura vegetal é que apresenta 0 maior potencial para ajudar no
desenvolvimento da regido (QUEIROZ, 2011). No entanto, existe um consideravel nimero
de espécies vegetais pertencentes a Caatinga ameacadas de extin¢do (BRASIL, 2008).

Dentre as espécies com potencial socio-econdbmico e ameacadas de extingéo,
destaca-se Myracrodruon urundeuva Fr. All., com distribui¢do natural limitada a América
do Sul, nativa do Brasil e amplamente distribuida nas regiées Nordeste, Sudeste e Centro-
Oeste, ocorrendo também na Bolivia, Paraguai e Argentina (SANTIN e LEITAO FILHO,
1991; GURGEL-GARRIDO et al., 1997; CARMELLO-GUERREIRO e PAOLLI, 1999).

Esta espécie caracteriza-se por ser caducifolia e polinizada por insetos; atualmente,
grande parte de suas populacdes encontram-se em area fragmentada de Caatinga, podendo
sofrer perda de variabilidade genética por deriva, levando assim a ocorréncia de
endogamia. Como consequéncia pode haver redugdes na sua capacidade adaptativa, no
vigor, no porte e em sua produtividade (RITLAND, 1996; ANDRADE, et al., 2000;
CARDERALLE, et al., 2013).

Estudos da variabilidade genética em populacGes naturais de plantas em regides
tropicais demonstram que estas preservam grandes quantidades de variabilidade dentro das
populagdes, comparando-se com as existentes em outros ambientes, e a distribuicdo da
variabilidade genética natural é influenciada por fatores como modo de reproducdo das
espécies, sistema de cruzamento, tamanho efetivo da populacéo, distribuicdo geogréfica e
fluxo génico (PAIVA, 1998).

Uma maneira eficiente para se conhecer a distribuicdo da diversidade genética

dentro e entre populacdes de plantas é atraves da analise dos polimorfismos do DNA. O
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baixo custo e a relativa facilidade de execucgdo tornaram os marcadores RAPD uma
ferramenta bastante utilizada, especialmente em espécies arboreas. Além das dificuldades
para obtencdo de marcadores microssatélites, os marcadores RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) sdo muito aplicados para investigacdo da diversidade genética em
populagdes naturais e caracterizagdo de colecdes de germoplasma (REIS;
GRATTAPAGLIA, 2003).

O objetivo deste estudo foi avaliar a diversidade genética entre arvores matrizes de
M. urundeuva provenientes de populacBes ocorrentes em trés areas de Caatinga, com vistas

a coleta de sementes.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Caracterizacdo da area de coleta

Coletou-se estacas de 20 individuos de Myracrodruon urundeuva localizados em
trés areas situadas nos municipios de Sdo Joo do Cariri — Area 1 (A1) e Boa Vista — Areas
2 (A2) e 3 (A3); estes individuos foram selecionados e georreferenciados por meio do
método de trilhas.

Na regido do municipio de S&o Jodo do Cariri a pluviosidade media é de 350 mm
anuais, com clima, segundo a classificacdo de Kdppen, sendo do tipo Bsh’ ou semiarido
guente, com chuvas de verdo-outono. No municipio de Boa vista as precipitacdes
pluviométricas médias anuais sdo em torno de 400 mm e, segundo a classificacdo de
Kopen, o clima é também do tipo Bsh’ — semiarido quente.

A grande irregularidade do regime pluviométrico € o que caracteriza o clima dessas
regides, havendo anos de periodo chuvoso quase ausente (IBGE, 2005). A temperatura
média anual estd em torno de 24,5 °C e a vegetacdo € do tipo Caatinga hiperxerofila. Os
recursos hidricos estdo representados por rios intermitentes e por acudes que nao permitem
0 abastecimento da populacdo, a manutengdo de uma atividade agricola, nem a existéncia

de uma pecuéria de modo permanente (SOUSA, 2007).
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Figura 1. Dispersao gréfica dos 20 individuos de Myracrodruon urundeuva Fr. All.



2.2. Conservacdo do material vegetal

As estacas foram devidamente acondicionadas em sacos de polietileno e mantidas
em caixas de poliestireno expandido a fim de se evitar a perda de umidade. Em seguida, o
material foi encaminhado ao Laboratério de Analise de Sementes (LAS) do Centro de
Ciéncias Agrarias da UFPB; as estacas foram postas em recipientes corretamente
identificados e contendo agua a fim de se induzir a formacéo de brotacdes.

O material vegetal (brotagdes) foi coletado e mantido em freezer para melhor
conservagdo, posteriormente foi encaminhado ao Laboratério de Biotecnologia Vegetal
(CCA/UFPB) para a extracdo do DNA.

2.3. Extracdo do DNA

A extracdo do DNA foi baseada no método descrito por Ferreira e Grattapaglia
(1998) com modificacdes. Cerca de 200 mg de tecido vegetal de cada planta, foi macerado
em nitrogénio liquido e depositado em microtubos de 1,5 mL. Foi adicionado em cada tubo
700 pL do tampao de extragdo (CTAB 2%, NaCl 1,4M, EDTA 20 mM, Tris-HCI pH = 8,0,
agua destilada, f-mercaptoetanol 2 pL), agitados manualmente por 1 minuto. Este material
foi levado ao banho-Maria a 65°C por 30 minutos, homogeneizando-os manualmente a
cada 10 minutos. Em seguida, resfriado a temperatura ambiente.

Adicionou-se 600 pL de CIA [cloroformio-alcool isoamilico (24:1/v:v)]
previamente congelado. Homogeneizou-se manualmente, invertendo-se cuidadosamente
por aproximadamente 1 minuto. Posteriormente, os tubos foram centrifugados a 13.400
rpm durante 10 minutos. Os microtubos foram retirados da centrifuga e transferidos 600uL
do sobrenadante para um novo microtubo; foi adicionado 500 pL de CIA e
homogeneizados novamente por inversao.

Em seguida, foram centrifugados a 13.400 rpm durante 5 minutos e transferiu-se a
fase superior (+ 400uL) para novo microtubo e adicionados 40uL. do volume do tampao de
lavagem (10g CTAB; 8,12 g de NaCl 1,4 M e agua destilada até completar 100 mL) e
homogeneizados por inversdao durante 5 minutos.

Apds a homogeneizacdo foram adicionados 500 pl. de CIA e centrifugado
novamente a 13.400 rpm por 5 minutos. Transferiu-se 280 pL do sobrenadante para um
novo microtubo e adicionou-se 185 pL de isopropanol gelado, misturando suavemente. Em

seguida, centrifugou-se a 13.400 rpm por 5 minutos para formacéo do pellet.
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Descartou-se o sobrenadante e adicionou-se 1 mL de etanol a 70%, deixando-se 0s
microtubos sobre a bancada por 10 minutos. Apos isso, 0 sobrenadante foi descartado. Esta
operacdo foi repetida por duas vezes. Posteriormente, foram adicionados 1 mL de etanol
absoluto e centrifugado 13.400 rpm por 2 minutos. Posteriormente, o sobrenadante foi
descartado e deixado sobre a bancada para secagem completa do pellet. Finalizando a etapa
de extracdo do DNA, foi adicionado 50 pL de tampao TE [Tris-HCI (pH = 8,0, 1M) 10 mL,
EDTA (ImM) 2mL, &gua destilada para completar 1000ml] para ressuspender o pellet. Os

tubos foram armazenados a -20°C até o uso nas reacfes de RAPD.
2.4. Purificacdo do DNA

As amostras de DNA gendmico dos individuos de M. urundeuva foram incubadas
em banho-maria a 37 °C, com o DNA, na proporg¢do de 1:1/2 RNAse (40 ng/mL) (v:v),
durante 12 minutos. Adicionou-se 1:10 de NaCl 5M seguido de 2/3 do volume de
isopropanol gelado, sendo as amostras mantidas a -20 °C por 2 horas. Passado o periodo de
incubacdo, as amostras foram centrifugadas, por 10 minutos a 14000 rpm. O sobrenadante
foi removido e os microtubos lavados duas vezes com etanol 70% e uma vez com etanol
95%, sendo centrifugados a 14000 rpm durante 2 minutos a cada lavagem. Em seguida, o
sobrenadante foi descartado cuidadosamente e os microtubos mantidos a temperatura
ambiente para total evaporacdo do etanol; o precipitado foi ressuspendido em 40 pL de

tampédo TE.

2.5. Quantificacdo do DNA

Para estimativa da presenca, quantidade e integridade do DNA, o material foi
submetido ao processo de eletroforese em gel de agarose 0,8%. Aliquotas de cada amostra
de DNA foram aplicadas nos pocos do gel e a concentracdo das amostras foi estimada por
comparacdo visual da intensidade de fluorescéncia das bandas do DNA. A corrida foi
realizada em tampdo TAE 1X (Tris-acetato 0,04 M e EDTA 1 mM), a 80 volts e o gel,
corado com brometo de etidio, foi fotografado sob luz UV, em um fotodocumentador tipo
Gel logic 112.
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2.6. Reacdo de RAPD

As reacoes de amplificagdo do DNA foram feitas utilizando-se um volume final de
25ul, sendo 23 pl de Master Mix (Tampao 1x + MgCl, 3 mM + dNTP 200 mM + primer 1
mM + Taq DNA polimerase 1 U) ¢ 2 ul de DNA gendmico (50 ng) da amostra.

Para a obtencdo das marcas de RAPD foram utilizados um total de 28 iniciadores
de sequéncia aleatéria: OPAT-01, OPAT-02, OPAT-03, OPAT-04, OPAT-05, OPAT-06,
OPAT-07, OPAT-08, OPAT-09, OPAT-10, OPAT-11, OPAT-12, OPAT-13, OPAT-14, OPAT-
15, OPAT-16, OPAT-17, OPAT-18, OPAT-19, OPAT-20, MEP-01, MEP-02, MEP-03, MEP-
04, MEP-05, MEP-06, MEP-07 e MEP-08 (Tabela 1). Os iniciadores OPAT 01-20 foram
utilizados com éxito para avaliagdo da diversidade de duas espécies do género
Aspidosperma (Apocynaceae) (TOREZAN et al., 2005) (BEZERRA, 2014); os iniciadores
MEP 01-08 foram desenvolvidos para avaliacdo de pimenteiras (Capsicum spp).

As reagOes de amplificacdo foram efetuadas em um termociclador com o seguinte
programa: desnaturacdo inicial de 94 °C por 3 minutos; 40 ciclos, sendo cada ciclo
constituido da seguinte sequéncia: 15 segundos a 94 °C, 30 segundos a 34 °C e 60
segundos a 72 °C; apds os 40 ciclos, foi realizada a extensdo final a 72 °C por sete
minutos. Os produtos da amplificagdo foram separados por eletroforese, em cuba
horizontal, contendo tampdo TBE 0,5 X, por um periodo de 1 hora, em gel de agarose
1,5% a 80 volts. Ao término da corrida, os géis foram fotografados sob luz UV, em um

fotodocumentador tipo Gel logic 112.
2.7. Diversidade genética

A partir da leitura das bandas no gel foi construida uma matriz binaria, em que (0)
indicava auséncia e (1), a presenca de bandas; a partir da qual foi estimada as distancias
genéticas entre os individuos, gerando uma matriz de dissimilaridade, por meio do
complemento aritimético (1-C) do coeficiente de similaridade de Jaccard (1908). A matriz
de distancias genéticas foi utilizada para realizar a analise de agrupamento por meio do
dendrograma, utilizando-se 0 método de agrupamento hierarquico UPGMA (Unweighted
Pair Group Method with Arithmetic mean). Para o corte no dendrograma, adotou-se o
critério proposto por Mojema (1977), o qual é baseado no tamanho relativo dos niveis de
fusBes (distancias) no dendrograma. Também foi calculado o coeficiente de correlagdo

cofenética e realizada a analise dos componentes principais, a qual se baseou na matriz de
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distancias genéticas, de modo a dispor os individuos em um gréfico tridimensional de

dispersdo. Todas as analises foram realizadas utilizando o Programa Genes (CRUZ, 2006).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 586 bandas amplificadas e 50 locos polimorficos foram gerados apos a
analise de RAPD, onde apenas dez dos vinte e oito iniciadores utilizados reproduziram
produtos de amplificacdo, sendo que o nimero de fragmentos por iniciador variou de 1
(OPAT-09 e MEP-08) até 11 (OPAT-05), com uma média de 5 locos por iniciador,
resultando em 97,78% de polimorfismo na populacgéo estudada (Tabela 1), caracterizando-a
pela presenca de alta diversidade genética. Este valor é superior ao polimorfismo (87,50%
e 53,26%) relatado por Mendes et al. (2014) para Poincianella pyramidalis (Tul.) L. P.
Queiroz e Poincianella bracteosa (Tul.) L. P. Queiroz, respectivamente, ao avaliarem a
diversidade genética dos acessos por meio de marcadores RAPD. Média de polimorfismo
ainda menor foi relatada por Santana et al. (2008), os quais observaram 45,7% de
variabilidade entre 8 individuos de Enterolobium contortisiliquum (\ell.) Morong..

Os iniciadores OPAT-05, MEP-01, MEP-02, MEP-04 e MEP-06 foram 0s mais
adequados para avaliacdo da diversidade de M. urundeuva, pois produziram bandas nitidas
e intensas (Figura 2).

A alta porcentagem de polimorfismo identificada neste estudo é de grande
importancia para adocdo de estratégias conservacionistas e de manejo nas populagdes
naturais analisadas, tendo-se em vista que, a intervencdo humana nos ecossistemas, em
especial nas suas espécies endémicas, resulta na extracdo de arvores de maior vigor e
melhor qualidade, restando apenas as de qualidade inferior para transmitir seus genes as
proximas geracGes, num processo disgénico que leva a degradacdo dos remanescentes
(SHIMIZU, 2007).
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Tabela 1. Iniciadores RAPD, sequéncias de nucleotideos, nimero total de bandas amplificadas, locos polimdrficos e monomorficos

porcentagem de polimorfismo em populac6es de Myracrodruon urundeuva Fr. All. localizadas em area de Caatinga.

Iniciador Sequéncia 5°— 3’ N total_d_e bandas N _de,log:os N de I,OC.OS Polimorfismo (%)
amplificadas polimdrficos monomorficos
OPAT - 01 CAGTGGTTCC 0 0 0 0
OPAT - 02 CAGGTCTAGG 0 0 0 0
OPAT - 03 GACTGGGAGG 0 0 0 0
OPAT - 04 TTGCCTCGCC 0 0 0 0
OPAT - 05 ACACCTGCCA 123 11 0 100
OPAT - 06 CCGTCCCTGA 0 0 0 0
OPAT - 07 ACTGCGACCA 0 0 0 0
OPAT - 08 TCCTCGTGGG 0 0 0 0
OPAT - 09 CCGTTAGCGT 1 1 0 100
OPAT - 10 ACCTCCGGTC 0 0 0 0
OPAT - 11 CCAGATCTCC 0 0 0 0
OPAT - 12 CTGCCTAGCC 0 0 0 0
OPAT - 13 CTGGTGGAAG 0 0 0 0
OPAT - 14 GTGCCGCACT 0 0 0 0
OPAT - 15 TGACGCACGG 0 0 0 0
OPAT - 16 CTCTCCGTAG 0 0 0 0
OPAT - 17 AGCGACTGCT 0 0 0 0
OPAT - 18 CCAGCTGTGA 0 0 0 0
OPAT - 19 ACCAAGGCAC 0 0 0 0
OPAT -20 ACATCAGCCC 0 0 0 0
MEP - 01 AGACGGCTCC 130 7 2 77,78
MEP - 02 GTTCGGAACC 62 6 0 100
MEP - 03 GGGCGACTAC 4 2 0 100
MEP - 04 GTGCGCAATG 118 9 0 100
MEP — 05 TCGCATCCAG 46 4 0 100
MEP — 06 CAGAAGCGGA 74 7 0 100
MEP - 07 CACAGCGACA 23 2 0 100
MEP - 08 CAAAGCGCTC 5 1 0 100
TOTAL 586 50 2




Figura 2. Produtos de amplificacdo de RAPD gerados com o iniciador OPAT-05 em 20
individuos de Myracrodruon urundeuva Fr. All. MM — marcador de peso
molecular Ladder 1 Kb.

Os valores da matriz de dissimilaridade com base no complemento do indice de
similaridade de Jaccard (1908), utilizados para elaborar o dendrograma por meio da
técnica de agrupamento UPGMA encontram-se na Tabela 2. As distancias genéticas
entre os 20 individuos de M. urundeuva variaram entre 0,205 (individuos 04 e 09) e
0,705 (individuos 03 e 10); sendo o valor médio de dissimilaridade genética observado
nesta populagdo equivalente a 0,470 (47%). Os individuos mais similares (04 e 09)
encontram-se em areas distintas, assim como os individuos 13 e 16, que também
demonstraram proximidade genética (0,209) apesar de estarem geograficamente
distantes. Por outro lado, os individuos 03 e 04, assim como 03 e 06, apresentaram
relevante distancia genética, 0,689 e 0,690, respectivamente, apesar de estarem
localizados na mesma area em campo.

A diversidade genética entre populacbes de espécies florestais dos diferentes
grupos sucessionais concentra-se principalmente dentro das populagdes. O fluxo génico
entre populagBes e entre individuos reduz as diferencas entre populagBes por deriva
genética e selecdo, diminuindo a diversidade interpopulacional (KAGEYAMA et al.,
2003).

Na populacdo de M. urundeuva estudada pode-se aplicar a pratica de selecéo,
tomando como base os individuos mais divergentes geneticamente, 0os quais também

podem ser selecionados para coleta de sementes.
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Tabela 2. Matriz de distancia genética entre 20 individuos de Myracrodruon urundeuva Fr. All., oriundos de trés populacdes localizadas em area de

Caatinga.

INDIVIDUOS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
1 0 0,543 0615 0,595 0,568 0,417 0,543 0,610 0,526 0,610 0,531 0,590 0,579 0,346 0,667 0,628 0,556 0,500 0,632 0,645
2 0 0,658 0,318 0,300 0,394 0,350 0,326 0,310 0,326 0,558 0,372 0,395 0,474 0,457 0,426 0,500 0,537 0,366 0,538
3 0 0689 0641 0,69 0,692 0,674 0,634 [0,705| 0,484 0,553 0,541 0,613 0,600 0,561 0,556 0,548 0,595 0,688
4 0 0,233 0,548 0,356 0,261 0,205|0,333 0,444 0,304 0,362 0,500 0,354 0,292 0,622 0,455 0,370 0,556
5 0 0429 0,341 0,279 0,262 0,391 0,400 0,364 0,349 0,378 0,413 0,348 0,526 0,450 0,357 0,561
6 0 0,528 0,525 0,550 0,525 0,600 0,575 0,486 0,269 0,682 0,548 0,360 0,576 0,579 0,533
7 0 0400 0,38 0,435 0,524 0,409 0,432 0,474 0,489 0,458 0,579 0,605 0,477 0,575
8 0 0,289 0,267 0,522 0,348 0,404 0,476 0,362 0,367 0,537 0,465 0,413 0,600
9 0 0326 0,442 0,370 0,318 0,463 0,311 0,319 0,561 0,375 0,364 0,591
10 0 0,553 0,383 0,333 0,439 0,396 0,298 0,537 0,500 0,413 0,535
11 0 0,308 0415 0,412 0,442 0,409 0,571 0,444 0,500 0,675
12 0 0,262 0,488 0,370 0,340 0,550 0,359 0,386 0,548
13 0 0,395 0426 0,209 0,459 0,385 0,409 0,462
14 0 0,630 0429 0,414 0,514 0,525 0,515
15 0 0388 0,628 0,375 0,500 0,652
16 0 0,558 0,381 0,404 0,556
17 0 0,588 0,514 0,548
18 0 0512 0,583
19 0 0,513
20 0
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Através da andlise de agrupamento, realizada com base nas distancias genéticas,
0s 20 individuos de M. urundeuva foram alocados em doze grupos de similaridade
genética, o ponto de corte foi 33,73%, realizado segundo os critérios de Mojema (1977);
a consisténcia das bifurcacdes geradas pelo dendrograma variou de 18 a 100% entre os
individuos avaliados (Figura 3).

O primeiro grupo foi formado pelos individuos 04, 09, 05, 02, 08 e 10; podendo-
se observar dentro deste uma maior similaridade entre os individuos 04 e 09; os
individuos 13, 16 e 12 integram o segundo grupo; o terceiro grupo é formado pelos
individuos 06 e 14; os demais grupos (nove) foram formados de maneira individual,
contendo apenas um individuo cada (19, 07, 15, 18, 01, 17, 03, 11, 20). Os individuos
que alocaram-se Nnos mesmos grupos sao similares geneticamente, isso pode ser reflexo
do processo de fragmentacdo do ecossistema Caatinga, fazendo com que as populagdes
naturais figuem cada vez mais isoladas e com tamanho reduzido, favorecendo assim a
ocorréncia de cruzamentos entre individuos aparentados.

Na anélise do dendrograma (Figura 3), os individuos ndo uniram-se de acordo
com a sua distribuicdo geografica, verificando-se a ocorréncia de agrupamentos entre
individuos localizados em areas distintas assim como a formacédo de grupos individuais
compostos por individuos localizados no mesmo espago fisico.

A diversidade genética interpopulacional em espécies florestais é bastante
variavel, demonstrando que o sistema reprodutivo, a dispersdo do pélen e das sementes,
além do estdgio sucessional, sdo fatores determinantes da estrutura genética
populacional (FOWLER e GLIENKE, 2008). M. urundeuva é uma espécie didica,
polinizada por himenopteros (principalmente abelhas sem ferrdo), dipteros e coledpteros
(KILL et al., 2010); ou seja, a dispersdo do polen ocorre por alogamia, além disso, as
sementes sdo aladas podendo ser facilmente dispersas pelo vento e atingir longas
distancias.

De acordo com Bawa (1983), nas espécies didicas tropicais, as plantas
masculinas investem mais na producdo de flores do que as femininas, garantindo assim
maior producdo de grdos de pdlen, como forma de assegurar a reproducdo cruzada.

Estudando a diversidade genética de progénies oriundas de duas populacfes de
M. urundeuva através de marcadores microssatélites, Viegas et al. (2011) detectaram
alta variabilidade genética, contudo, constataram a ocorréncia de deriva genética no
processo de reproducdo, onde as freqliéncias dos genes nas progénies mudaram em

relacdo & populacédo parental.
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Figura 3. Dendrograma construido por meio do método UPGMA, com base no coeficiente de similaridade genética de Jaccard numa populagdo
natural de 20 individuos de Myracrodruon urundeuva Fr. All., a partir de 20 marcadores RAPD.
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A consisténcia dos agrupamentos é evidenciada por meio do coeficiente de
correlagcdo cofenética (CCC) (Tabela 3), o qual é obtido a partir da matriz de distancia
genética e a matriz de distancia cofenética, a partir do dendrograma, no presente estudo
este foi elevado (r=0,82**) e significativo. Coeficientes de correlagdo cofenética menores
do que 0,7 indicam inadequacdo do método de agrupamento (ROHLF, 1970). Também
foram obtidos 1,86% de distorcdo e 13,65% de estresse, considerados valores bons de
acordo com a escala de Kruskal (1964). A boa representacdo da matriz de dissimilaridade
na forma do dendrograma é confirmada pela baixa distorcdo e nivel de estresse

encontrados.

Tabela 3. Coeficiente de correlacdo cofenética entre a matriz de distancias e 0 método de
agrupamento hierarquico UPGMA, gerados a partir da analise de diversidade
genética entre 20 individuos de Myracrodruon urundeuva Fr. All. por meio de
marcadores RAPD.

Correlacdo cofenética Graus de Valor de Distorcao Estresse
(CcO) liberdade t (%) (%)
0,82** 188 19,58** 1,86 13,65

A analise dos componentes principais (Figura 4), também evidencia a grande
diversidade existente nessa populacdo de M. urundeuva. Pode-se observar a formacdo de
seis grupos, o primeiro e maior formado pelos individuos 02, 04, 05, 07, 08, 09, 10, 12, 13,
15, 16 e 19; o segundo composto pelos individuos 11 e 18; o grupo trés pelo individuo 20;
0 quarto grupo constituido pelos individuos 06, 14 e 17; o grupo cinco apenas pelo
individuo 03; e o0 sexto grupo completo apenas pelo individuo 01. Esses dados, embora ndo
totalmente, relacionam-se com aqueles obtidos através da analise de agrupamento
utilizando o método UPGMA. Os componentes dos dois primeiros grupos gerados pelo
dendrograma também permaneceram agrupados na analise de componentes principais, com
ressalva para inclusdo de mais trés individuos (07, 15 e 19); do mesmo modo, 0s
individuos 06 e 14, assim como no dendrograma, também permaneceram agrupados.
Também vale destacar que, os individuos 01, 03 e 20, os quais agruparam-se de maneira
isolada por meio do método UPGMA tenderam a comportar-se da mesma forma quando

realizada a analise dos componentes principais.
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Figura 4. Analise dos componentes principais de uma populacao natural de 20 individuos
de Myracrodruon urundeuva Fr. All., avaliados através de marcadores
moleculares RAPD.

4. CONCLUSOES

Os individuos 04 e 09, assim como 13 e 16 sdo importantes fornecedores de
material vegetal para confeccdo de lotes de sementes homogéneos e avaliacdo do potencial
fisiolégico de Myracrodruon urundeuva,

Os individuos mais divergentes geneticamente devem ser utilizados para produc¢édo

de mudas da referida espécie em projetos de restauracao florestal.
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QUALIDADE FISIOLOGICA DE DIASPOROS DE Myracrodruon urundeuva Fr.
All. (ANACARDIACEAE) SUBMETIDOS A DIFERENTES SUBSTRATOS E
TEMPERATURAS
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QUALIDADE FISIOLOGICA DE DIASPOROS DE Myracrodruon urundeuva Fr.
All. (ANACARDIACEAE) SUBMETIDOS ADIFERENTES SUBSTRATOS E
TEMPERATURAS

RESUMO - Myracrodruon urundeuva Fr. All. (Anacardiaceae), conhecida vulgarmente
como aroeira, possui elevado potencial socio-econdmico, sendo os frutos utilizados nas
ciéncias farmacéuticas e a madeira na constru¢do civil e no abastecimento de fornos
industriais. Portanto, o conhecimento das condi¢Ges que favorecam a germinacdo dos
didsporos desta espécie é de grande importancia. Dessa forma, objetivou-se identificar os
substratos e as temperaturas mais adequados para a avaliacdo da qualidade fisioldgica de
didsporos de M. urundeuva. O ensaio foi conduzido na Universidade Federal da
Paraiba/CCA/Areia - PB, sendo utilizados diferentes substratos (entre e sobre): areia,
vermiculita, basaplant®, papel mata-borrdo®, e rolo de papel germitest® combinados com
as temperaturas constantes de 20, 25, 30, 35, 40 °C e alternada de 20-30 °C. As variaveis
analisadas foram: teor de &gua, germinacdo, comprimento de raiz principal e de parte
aérea, massa seca de raizes e de parte aérea. Para obtencdo de maiores percentuais de
germinacdo em menor espaco de tempo, o teste de germinacdo deve ser conduzido sobre
papel, a 30 °C; em rolo de papel, a qualquer temperatura, exceto 20 °C e 40 °C; em
qualquer substrato, exceto entre areia e sobre vermiculita, a 35 °C; plantulas mais
vigorosas sao obtidas quando os didsporos sdo semeados sobre areia, a 25 °C. A
temperatura constante de 40 °C € prejudicial a germinacdo dos diasporos e
desenvolvimento inicial de plantulas de M. urundeuva.

Palavras-chave: Aroeira, Ecofisiologia, Espécie medicinal
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PHYSIOLOGICAL QUALITY OF Myracrodruon urundeuva Fr. All.
(ANACARDIACEAE) DIASPORES SUBJECT TO DIFFERENT SUBSTRATES
AND TEMPERATURES

ABSTRACT - Myracrodruon urundeuva (Anacardiaceae), commonly known as aroeira
has a high socio-economic potential, with fruit used in the pharmaceutical sciences and
wood in the civil construction and supply of industrial ovens. Therefore, knowledge of the
conditions that favor the germination of the seeds of this species is of great importance.
This work aimed to identify the most suitable substrates and temperatures to evaluate the
physiological quality of M. urundeuva diaspores. The essay was conducted at the
Universidade Federal da Paraiba/ CCA/ Areia-PB, with different substrates (between and
under): sand, vermiculite, basaplant®, mata-borrdo® paper and germitest® combined with
the constant temperature of 20, 25, 30, 35, 40 °C and alternating 20-30 ° C. The variables
analyzed were: water content, germination, main root and shoot length, dry weight root and
shoot. To obtain higher percentage of germination in a shorter time, the germination test
should be conducted on paper at 30 °C; roll of paper, at any temperature other than 20 °C
and 40 °C; on any substrate except between sand and vermiculite at 35 °C; more vigorous
seedlings are obtained when the diaspores are sow on sand at 25 °C. The constant
temperature of 40 °C is harmful to the germination of the seeds and initial development of
M. urundeuva seedlings.

Keywords: Aroeira, Ecophysiology, Medicinal specie

52



1. INTRODUCAO

A espécie Myracrodruon urundeuva Fr. All. (Anacardiaceae), conhecida
vulgarmente como aroeira &€ amplamente distribuida na América do Sul, sendo que no
Brasil ocorre naturalmente nas regides Nordeste, Sudeste e Centro-oeste (DORNELES et
al., 2005). A mesma possui potencial sécio-econémico, sendo os frutos utilizados nas
ciéncias farmacéuticas, a madeira na construcdo civil e no abastecimento de fornos de
industrias (MEDEIROS et al., 2000).

O conhecimento de tecnologias que favorecam a germinacdo dos diasporos de M.
urundeuva é de grande relevancia para programas de conservacdo, uma vez que a mesma
encontra-se na categoria vulneravel da lista de espécies ameacadas de extincdo (IBAMA,
2008), necessitando de estudos que garantam sua sobrevivéncia, viabilizando a utilizagdo
em solos ndo incorporados ao sistema produtivo da regido (MELLONI et al., 2000).

O processo germinativo € influenciado por fatores como luz, temperatura, substrato
e umidade da semente. Segundo Reboucas et al (2009), o conhecimento desses fatores é
de fundamental importancia para a compreensdo dos aspectos ecofisioldgicos das
sementes, sendo de extrema necessidade subsidiar projetos que visem a producdo e manejo
sustentavel de espécies nativas de uso popular.

A temperatura étima para cada espécie € definida como aquela onde ocorre a maior
porcentagem de germinacdo. Além de uma faixa étima de temperatura para germinarem,
algumas espécies, ainda precisam de alterndncia para que O processo ocorra
satisfatoriamente (SANTOS e AGUIAR, 2000).

Para Wagner Janior et al. (2006), a escolha do substrato adequado tem fundamental
importancia para a germinacdo das sementes, devendo conter boas condi¢cdes de aeracéo,
umidade e baixo grau de infestacdo por patégenos, uma vez que tais fatores influenciam
diretamente no desencadeamento do processo germinativo.

Geralmente, os substratos comercializados tém caracteristicas fisico-quimicas
adequadas a formacéo inicial de diversas espécies, porém o alto custo pode inviabilizar a
producdo, necessitando de estudos a fim de obter um substrato composto por materiais de
facil acesso pelo produtor, com caracteristicas quimicas, fisicas, bioldgicas e econémicas
desejaveis (DANNER et al., 2007).

Constam na literatura estudos que visam identificar as condi¢Oes de temperatura e
substrato mais adequados para a germinacdo de sementes de M. urundeuva, entretanto, se

faz necessario uma padronizagéo, haja vista a importancia da pesquisa para adequacgéo de
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testes laboratoriais de germinagdo com esta espécie, sendo o periodo das leituras relatadas
bem diversificados. Dentre os trabalhos realizados, Pacheco et al. (2006) avaliaram oito
substratos (entre e sobre: papel mata-borrdo, areia, vermiculita e p6é de coco) e sete
temperaturas (25, 27, 30, 35, 20-27, 20-30 e 20-35 °C) na germinacdo de diasporos de M.
urundeuva. Estes autores destacaram as temperaturas de 25 e 27 °C em todos 0s substratos
testados, com excecdo do substrato entre papel a 27 °C. Nesse estudo, 0s substratos
vermiculita e pé de coco foram indicados devido a melhor manutencdo da umidade durante
a realizacéo do teste (10 dias).

Em um estudo com sementes de M. urundeuva, Guedes et al. (2011a) testaram as
temperaturas de 25, 30 e 35 °C constantes e 20-30 °C alternada, juntamente com o0s
substratos areia, vermiculita, bioplant®, plantmax®, entre e sobre papel mata-borrdo e
papel-toalha organizado na forma de rolo, verificando que a temperatura de 30 °C e 0
substrato areia sdo os mais indicados para testes de germinacdo e vigor de sementes da
espécie.

As instrucBes para andlise de sementes de espécies florestais (BRASIL, 2013)
recomendam a conducéo do teste de germinacdo de diasporos de aroeira em substrato rolo
de papel, nas temperaturas de 25 ou 20-30 °C, com primeira contagem aos 14 e final aos
25 dias.

Diante do exposto, 0 objetivo neste trabalho foi obter os substratos e temperaturas

mais adequados para a avaliacdo da qualidade fisiologica de didsporos de M. urundeuva.

2. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Analise de Sementes (LAS), do Centro
de Ciéncias Agrarias, da Universidade Federal da Paraiba, localizada no municipio de
Areia - PB.

Os diasporos foram coletados de nove plantas, em 2012, no municipio de Santa
Luzia - PB, sendo encaminhados ao LAS, onde, foram beneficiados (remoc¢édo das alas e
impurezas) e homogeneizados.

Os substratos testados (entre e sobre) foram: areia, vermiculita, basaplant®, papel
mata-borrdo e rolo de papel (germitest®), combinados com as temperaturas constantes de
20, 25, 30, 35, 40 °C e alternada de 20-30 °C, os quais foram umedecidos com agua
destilada, de acordo com Brasil (2009). O umedecimento dos substratos areia, vermiculita,
basaplant® foi realizado visando-se atingir 60% da capacidade de retencéo de agua; os
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substratos papel mata-borrdo e rolo de papel foram umedecidos com volume de agua
equivalente a 2,5 vezes a massa do substrato seco.
O efeito dos substratos e temperaturas sobre o desempenho germinativo das

sementes de M. urundeuva foi avaliado pelas seguintes determinacdes e variaveis:

Teor de 4gua - foi determinado pelo método padrdo da estufa a 1053 °C, durante
24 horas, no qual se utilizaram quatro repeticbes de vinte e cinco diasporos, sendo a
porcentagem de umidade calculada segundo Brasil (2009).

Teste de germinacdo - os diasporos foram postos para germinar em caixas de
acrilico transparentes com dimensfes de 11 x 11 x 3,5 cm de comprimento, largura e
profundidade, respectivamente, contendo os substratos, os quais foram acondicionados em
germinadores tipo B.O.D, permanecendo até o término do teste. As contagens das plantulas
normais emersas foram realizadas diariamente, por um periodo de 10 dias, apés a
semeadura, quando houve estabilizacdo (PACHECO et al., 2006), considerando-se normais
as plantulas com caracteristicas condizentes com as prescritas por Brasil (2009).

Comprimento de raiz principal e parte aérea de plantulas - ao final do teste de
germinacdo as plantulas normais de cada repeticdo foram divididas em raiz e parte aérea, e
mensuradas com o auxilio de uma régua graduada em centimetros, sendo os resultados

expressos em centimetro por plantula.

Massa seca de raizes e parte aérea de plantulas - ap6s a medicdo das plantulas,
estas foram separadas, com o auxilio de tesoura, em raiz e parte aérea, sendo em seguida,
colocadas em sacos de papel e acondicionadas em estufa com circulagcdo de ar forgada,
regulada a 65 °C, onde permaneceram até atingir peso constante. A pesagem do material
seco foi realizada em balanca com precisdo de 0,0001 g e o peso para cada repeticao foi
dividido pelo nimero total de plantulas, obtendo-se, assim, o peso médio da massa seca
por plantula, que foi expresso em miligrama por plantula.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em quatro
repeticbes de 25 diasporos, com os tratamentos distribuidos em esquema fatorial 9 x 6
(substratos e temperaturas). Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia,
utilizando-se o teste F para comparagdo dos quadrados médios e as médias comparadas

pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor medio de agua dos diasporos de Myracrodruon urundeuva no momento da
instalagdo do experimento foi de 10,4%. Verificou-se interagdo significativa (P<0,05) entre
substrato e temperatura para todas as varidveis avaliadas.

Na porcentagem de germinacao de sementes de M. urundeuva (Tabela 1) verifica-se
que as temperaturas constantes de 25 e 35 °C, além da alternada de 20-30 °C
proporcionaram aos didsporos elevada germinag&o (variando entre 76 e 90%) em todos 0s
substratos testados, exceto sobre vermiculita nas temperaturas de 25 e 20-30 °C; sobre
areia na temperatura de 25 °C e entre areia na temperatura de 35 °C. Ainda destaca-se a
importancia da utilizacdo do substrato rolo de papel tendo em vista a sua praticidade em
laboratério; além disso, este € recomendado para a referida espécie nas temperaturas de 25
ou 20-30 °C, de acordo com as instrucdes para analise de sementes de espécies florestais
(BRASIL, 2013).

Tabela 1. Porcentagem de germinacdo de didsporos de Myracrodruon urundeuva Fr. All.
submetidos a diferentes substratos e temperaturas.

Temperaturas (°C)

Substratos
20-30 20 25 30 35 40
SA 76 Aa 50 cB 70 bA 80 bA 81 aA 30dC
EA 84 Aa 55¢cC 85 aA 65 cB 40 bD 34 dD
SV 35bC 40 dC 59 cB 80bA  8laA 28 dD
EV 80 Aa 81 aA 85 aA 81 bA 81 aA 52 bB
SB 80 Aa 75 aB 83 aA 86 bA 85 aA 66 aB
EB 90 aA 74 aB 82 aA 83 bA 86 aA 73 aB
SP 86 Aa 82 aA 88 aA 96aA  89aA 65 aB
EP 82 Aa 79 aA 80 aA 83 bA 89 aA 43 cB
RP 87 aA 70 bB 86 aA 82 bA 89 aA 50 bC
CV % 8,78

Médias seguidas pela mesma letra, maidscula na linha e, mindscula na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste
de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
SA = Sobre areia; EA = Entre areia; SV = Sobre vermiculita; EV = Entre vermiculita; SB = Sobre basaplant®;

EB = Entre basaplant®; SP = Sobre papel; EP = Entre papel e RP = Rolo de papel.
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Os resultados encontrados neste estudo sdo semelhantes aos de Pacheco et al.
(2006), em que 25 °C foi favordvel ao processo de germinacdo das sementes, ainda de
acordo com estes autores o substrato entre vermiculita seria 0 mais adequado devido a
manutencdo da umidade. Recomendacéo diferente foi indicada por Guedes et al. (2011),
segundo os quais a temperatura de 30 °C e o0 substrato areia seriam 0s mais adequados para
a conducéo de testes de germinacdo e vigor em sementes M. urundeuva.

Também foi observado que a 40 °C, independentemente do substrato, ndo houve
baixa porcentagem de germinacao para os diasporos de M. urundeuva. Segundo Bradbeer
(1988), altas temperaturas podem facilitar a embebic¢do, mas ndo permitem o crescimento
do embri&o ou o estabelecimento da plantula.

Para determinadas espécies, o desempenho germinativo das sementes é favorecido
por alterndncia de temperatura, a exemplo de Croton floribundus Spreng (ABDO e
PAULA, 2006) e temperaturas constantes, como em Dimorphandra mollis Benth.
(PACHECO et al., 2010). A temperatura de 35 °C favoreceu a germinagdo de sementes de
Amburana cearensis (Allemao) A.C. Smith (GUEDES et al., 2010), enquanto para Parkia
pendula (Willd.) Benth. ex Walp., a temperatura de 30 °C foi a mais favoravel para a
germinacado das sementes e formacao de plantulas (ROSSETO et al., 2009).

De acordo com Stockman et al. (2007), as sementes apresentam resposta fisioldgica
variavel em temperaturas e substratos diferentes, a influéncia desses componentes sobre o
processo de germinacdo podera fornecer subsidios necessarios para a area de analise de
sementes florestais.

Para o indice de velocidade de germinacdo constata-se que os melhores resultados
foram observados nas combina¢des entre a temperatura alternada de 20-30 °C no substrato
rolo de papel; na temperatura constante de 25 °C no substrato sobre basaplant® e rolo de
papel; na temperatura constante de 30 °C em todos os substratos testados, exceto entre
areia; na temperatura constante de 35 °C em todos os substratos testados, exceto entre areia
e sobre vermiculita (Tabela 2).

Avaliando a germinacdo de sementes de Schinopsis brasiliensis Engl. em diferentes
substratos e condigdes de temperatura, Santos et al. (2014) obtiveram os maiores indice de
velocidade de germinagdo no substrato vermiculita combinado com a temperatura
alternada de 20-30 °C, com os substratos sobre papel, areia e vermiculita na temperatura de

25 °C e com o substrato rolo de papel na temperatura de 30 °C.
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Tabela 2. indice de velocidade de germinacéo de diasporos de Myracrodruon urundeuva
Fr. All. submetidas a diferentes substratos e temperaturas.

Temperaturas (°C)

Substratos
20-30 20 25 30 35 40
SA 7,77 cB 3,67 cD 6,33bC  9,81aA 10,00 aA 3,11 bD
EA 8,49 bA 2,93 cC 539cB  7,64bA  4,27cB 3,50 bC
SV 2,64 eD 3,78 cC 489cC 9,32aA 7,14bB 1,61 cD
EV 5,36 dC 5,41 bC 7,45bB 10,40aA  9,52aA 2,89 bD
SB 7,47 cB 7,57 aB 9,98aA 10,71aA 10,53aA 4,35aC
EB 7,00 cB 6,34 bB 6,85bB 10,05aA 10,26 aA 5,34 aB
SP 8,50 bB 7,50 aB 8,98aB 11,46aA 11,10aA 3,58 bC
EP 9,01 bB 6,51 bC 8,92aB 10,42aA 11,00aA 4,25 aD
RP 10,56 aA 8,02 aB 10,02aA 9,86aA 11,11aA 5,75aC
CV% 14,01

Médias seguidas pela mesma letra, maitscula na linha e, mindscula na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste
de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

SA = Sobre areia; EA = Entre areia; SV = Sobre vermiculita; EV = Entre vermiculita; SB = Sobre basaplant®;
EB = Entre basaplant®; SP = Sobre papel; EP = Entre papel e RP = Rolo de papel.

As temperaturas acima da 6tima aceleram o processo total de germinacao, contudo,
desorganizam-no e o numero de sementes que conseguem completa-lo reduz rapidamente;
temperaturas abaixo da étima reduzem a velocidade da germinacdo, expondo as plantulas
as condicdes adversas do ambiente (GUIMARAES et al., 2006).

Os maiores indices de velocidade de germinagdo em menor espaco de tempo
(Tabelas 1 e 2) podem ser obtidos na temperatura constante de 25 °C e alternada de 20-30
°C em substrato rolo de papel, assim como a 30 °C sobre areia.

Na tabela 3 observam-se os valores de comprimento de raiz principal de plantulas
de M. urundeuva, cujos maiores valores foram obtidos quando se utilizou a combinacgéo do
substrato sobre areia nas temperaturas constantes de 20 e 25 °C; sobre vermiculita nas
temperaturas constantes de 20 e 25 °C, bem como a alternada de 20-30 °C; sobre
basaplant® nas temperaturas constantes de 25 e 30 °C; entre basaplant® na temperatura
constante de 30 °C; entre papel na temperatura alternada de 20-30 °C e rolo de papel nas
temperaturas constantes de 20, 25 e 35 °C. Provavelmente, nos referidos substratos tenham
ocorrido maior aera¢do, o que, aliado a uma degradacdo mais eficiente das reservas
presentes nas sementes, tenha favorecido o desenvolvimento das raizes, uma vez que nessa
fase todo o desenvolvimento das pléntulas se deve a composi¢do quimica das sementes
(GUEDES et al., 2011).
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Tabela 3. Comprimento da raiz principal (cm) de plantulas de Myracrodruon urundeuva
Fr. All. oriundas de sementes submetidas a diferentes substratos e temperaturas.

Temperaturas (°C)

Substratos
20-30 20 25 30 35 40
SA 1,81 bB 2,95 aA 3,30 aA 1,38 dB 1,42 cB 1,46 aB
EA 1,90 bA 2,17bA  2,32bA 1,36 dB 1,14 cB 1,67 aB
SV 2,48 aA 2,83 aA 3,17 aA 2,81bA  2,13bB 1,33aC
EV 1,93 bB 256 bA 2,58 bA 258bA  2,21bB 1,06 aC
SB 2,09 bC 295aB  3,60aA 3,72aA 2,82aB 1,41aD
EB 1,85 bC 2,57 bB 2,50 bB 3,37 aA 2,91 aB 1,42 aC
SP 1,82 bA 1,94bA 2,00cA 1,57 dB 1,34 cB 1,50 aB
EP 2,67 aA 2,45 bA 1,73 cB 2,26 cA  2,15bA 1,05aC
RP 2,19 bB 3,09aA  3,05aA 227cB 3,00 aA 1,05 aC
CV% 17,12

Médias seguidas pela mesma letra, maitscula na linha e, minudscula na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste
de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

SA = Sobre areia; EA = Entre areia; SV = Sobre vermiculita; EV = Entre vermiculita; SB = Sobre basaplant®;
EB = Entre basaplant®; SP = Sobre papel; EP = Entre papel e RP = Rolo de papel.

Estudando o efeito de temperaturas e substratos em sementes de M. urundeuva,
Pacheco et al. (2006) observaram para o comprimento da raiz primaria que a utilizagdo dos
substratos entre e sobre areia a 27 °C, entre vermiculita a 20-35 °C, bem como o p6 de
coco em todas as temperaturas (exceto sobre p6 de coco a 20-35 °C) proporcionaram
melhor desenvolvimento do sistema radicular das plantulas. O maior comprimento de raiz
primaria de plantulas de Amburana cearensis (Allemao) foi observado nas temperaturas
constantes de 30 e 35 °C e alternadas de 20-30 °C no substrato vermiculita (GUEDES et
al., 2010).

Em relacdo aos dados de comprimento da parte aérea das plantulas de M.
urundeuva (Tabela 4), quando os diasporos foram postos para germinar sobre areia nas
temperaturas constantes de 20 e 25 °C, entre areia na temperatura alternada de 20-30 °C,
sobre vermiculita nas temperaturas constantes de 25 e 30 °C, entre vermiculita nas
temperaturas constantes de 20 e 25 °C, sobre basaplant® na temperatura constante de 35
°C, entre basaplant® na temperatura constante de 35 °C, sobre papel nas temperaturas de
20 e 40 °C, entre papel na temperatura de 20 °C; rolo de papel na temperatura constante de
20 e 30 °C e alternada de 20-30 °C originaram plantulas melhor desenvolvidas.
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Tabela 4. Comprimento de parte aérea (cm) de plantulas de Myracrodruon urundeuva Fr.
All. oriundas de sementes submetidas a diferentes substratos e temperaturas.

Substratos Temperaturas (°C)
20-30 20 25 30 35 40
SA 3,45 Ba 2,87 aA 343aA 3,16 bA 3,78bA  2,02bB
EA 4,22 aA 2,90 aB 3,57 aB 3,08bB 345bB  3,54aB
SV 3,12 bA 2,88 aB 3,39 aA 359aA 3,87bA 2,17bC
EV 3,39 bA 3,07 aA 366aA  3,34bA 348bA 2,18bB
SB 3,18 bC 3,01aC 3,91 aB 387aB 4,90aA 2,23bD
EB 4,00 aB 3,27 aC 4,04 aB 395aB 4,68aA 3,08aC
SP 2,83 bA 2,84aA  2,61bA 248cA 249cA 3,00aA
EP 3,19 bA 290aA  2,88bA  323bA 357bA 2,10bB
RP 3,90 aA 3,57 aA 2,69 bB 3,69aA 3,22bA 2,10bB
CV % 13,49

Médias seguidas pela mesma letra, maitscula na linha, e minudscula na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste
de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

SA = Sobre areia; EA = Entre areia; SV = Sobre vermiculita; EV = Entre vermiculita; SB = Sobre basaplant®;
EB = Entre basaplant®; SP = Sobre papel; EP = Entre papel e RP = Rolo de papel.

As melhores combinacGes de temperatura e substrato para 0 comprimento da parte
aérea das plantulas de Tabebuia aurea (Silva Manso) Benth. & Hook F. ex. S. Moore foram
35 °C em rolo de papel, areia, p6 de coco e tropstrato® (PACHECO et al., 2008).

Para as plantulas de Adenanthera pavonina L., Souza et al. (2007), constataram que
0 maior comprimento foi obtido quando as sementes foram postas para germinar na
temperatura de 30 °C no substrato p6 de coco, bem como a 35 °C em areia e vermiculita.
Na mesma espécie Kissmann et al. (2008) verificaram maior comprimento da parte aérea a
partir de sementes germinadas as temperaturas de 20-30, 25 e 30 °C, independentemente
do substrato (rolo de papel e sobre papel).

Nas plantulas de Peltophorum dubium Spreng Taubert, os maiores comprimentos
ocorreram quando as sementes foram submetidas a temperatura de 20-30 °C no substrato
entre areia (ALVES et al., 2011).

Para os dados de massa seca de raizes das plantulas de M. urundeuva constatou-se
que as melhores combinagdes, ou seja, que favoreceram o acumulo de massa seca nas
raizes foram os substrato sobre areia na temperatura constante 25 °C, entre areia na
temperatura de 40 °C, entre basaplant® na temperatura de 30 °C e sobre papel nas
temperaturas de 30 e 35 °C (Tabela 5).
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Tabela 5. Massa seca de raizes (mg) de plantulas de Myracrodruon urundeuva Fr. All.
oriundas de sementes submetidas a diferentes substratos e temperaturas.

Temperaturas (°C)

20-30 20 25 30 35 40

Substratos

SA 0,728aC  2,228aB  2,602aA 0,307aE 0,260aE 0,467 cD
EA 0,192¢cC 1316bA 1,036bB 0,356aC 0,261aC 1,400 aA
SV 0,388bC  0,797cA  0,610cB 0,392aC 0,309aC 0,908 bA

EV 0,250cB 0,066 fC 1,086 bA 0,295aB 0,369aB 0,488 cB

SB 0,364bB  0591dA 0,762cA 0,334aB 0,135bB 0,244 dB

EB 0,382bA  0,443eA 0,317dA 0,330aA 0,058bB 0,134 dB

SP 0,240cA  0,397eA 0,331dA 0,245aA 0,202aA 0,375cA

EP 0,179cB 0,062 fB 0,321dB 0,196aB 0,204aB 1,000 bA

RP 0,153cB  0,333eA  0,082eB 0,157aB 0,085bB  0,375cA
CV% 26,20

Médias seguidas pela mesma letra, maitscula na linha, e minudscula na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste
de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

SA = Sobre areia; EA = Entre areia; SV = Sobre vermiculita; EV = Entre vermiculita; SB = Sobre basaplant®;
EB = Entre basaplant®; SP = Sobre papel; EP = Entre papel e RP = Rolo de papel.

Para Phoenix roebelenii O’Brien, lossi et al. (2003) obtiveram maior contetdo de
massa seca nas raizes quando utilizaram os substratos areia e vermiculita. Pacheco et al.
(2008) observaram que o maior contetdo de massa seca no sistema radicular de plantulas
de Tabebuia aurea (Ridl.) Sand. ocorreu quando as sementes que as originaram foram
submetidas as temperaturas de 20-30 e 30 °C no substrato areia.

Pelos dados da tabela 6, referentes a massa seca da parte aérea das plantulas de M.
urundeuva observa-se que 0 substrato sobre areia nas temperaturas constantes de 20 e 25
°C, entre areia na temperatura de 40 °C, entre vermiculita na temperatura de 25 °C, sobre
basaplant® na temperatura alternada de 20-30 °C, entre basaplant® nas temperaturas
constante de 30 e alternada 20-30 °C, sobre papel na temperatura alternada 20-30 °C; entre
papel na temperatura constante de 40 °C e rolo de papel na temperatura alternada 20-30 °C
foram as combinacBes que proporcionaram maior acimulo de massa seca na parte aérea

das plantulas.
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Tabela 6. Massa seca de parte aérea (mg) de plantulas de Myracrodruon urundeuva
oriundas de sementes submetidas a diferentes substratos e temperaturas.

Temperaturas (°C)

Substratos
20-30 20 25 30 35 40
AS 0,493aB  0,883aA 1,018aA 0,642bB 0475bB  0,530eB
EA 0,591 aB 0,576 bB  0,638cB 0,698aB 0,759 aB 1,483 aA
SV 0,476 aB 0,561bB 0,565cB 0,545bB 0548bB 1,153 bA
EV 0,440 aB 0,177cC 1,106 aA 0,563bB 0,556bB 0,952 cA
SB 0,540aA 0,584bA 0,486cA 0551bA 0475bA 0,376 eA
EB 0,752aA 0,676 bA 0,530cB 0,819aA 0,466 bB 0,551 eB
SP 0,558aA  0,635bA 0,525cA 0,533bA 0,437bA 0,725dA
EP 0,496 aC 0,228¢cD 0,868bB  0,528bC 0,572bC 1,600 aA
RP 0,518aA  0,587bA 0,330dB 0,537 bA 0,092cC 0,725dA
CV% 21,38

Médias seguidas pela mesma letra, mailscula na linha, e mindscula na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste
de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

SA = Sobre areia; EA = Entre areia; SV = Sobre vermiculita; EV = Entre vermiculita; SB = Sobre basaplant®;
EB = Entre basaplant®; SP = Sobre papel; EP = Entre papel e RP = Rolo de papel.

O conteudo de massa seca das plantulas de Adenanthera pavonina L. oriundas de
sementes submetidas a diferentes temperaturas (18, 25, 30 e 20-30 °C) e substratos (rolo de
papel e sobre papel) ndo diferiu significativamente (KISSMANN et al., 2008). No entanto,
Guedes et al. (2010) observaram que as melhores combinacGes de temperatura e substrato
para o comprimento da parte aérea das plantulas de Amburana cearenses (Allemao) foram
a temperatura de 35 °C no substrato areia. Para Peltophorum dubium (Spreng) Taubert
(ALVES et al., 2011) ndo houve influéncia das temperaturas e substratos sobre o contetdo
de massa seca.

O maior vigor dos didsporos de M. urundeuva, por meio da avaliacdo de
comprimento e massa seca de plantulas (Tabelas 3, 4, 5 e 6) foi obtido na temperatura de
25 °C, correlacionando-se com resultados de Pacheco et al. (2006), com destaque para o
substrato entre areia, visto que foi o Unico a adequar-se em todas as varidveis de vigor

analisadas.
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4, CONCLUSOES

Para obtencdo de maiores percentuais de germinacdo em menor espaco de tempo, 0
teste de germinacdo para didsporos de Myracrodruon urundeuva deve ser conduzido sobre
papel, a 30 °C; em rolo de papel, a qualquer temperatura, exceto 20 e 40 °C; em qualquer
substrato, exceto entre areia e sobre vermiculita, a 35 °C;

Diasporos de M. urundeuva semeados no substrato sobre areia a 25 °C produzem
plantulas mais vigorosas;

A temperatura constante de 40 °C é prejudicial & germinacdo dos didsporos e

desenvolvimento inicial de plantulas de M. urundeuva.
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