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Resumo

Mimosa caesalpiniifolia Benth. (Fabaceae) € uma &rvore nativa da regido semiarida do Nordeste do Brasil que
apresenta potencial econdémico crescente para exploracdo de produtos florestais madeireiros e ndo-madeireiros. A
presenca de aclleos agressivos na maioria destas plantas dificulta o manejo dos povoamentos, mas existem
exemplares sem aclleos que podem ser utilizados para contornar este inconveniente. Assim, objetivou-se determinar a
frequéncia fenotipica do carater auséncia/presenca de aculeos em progénies de polinizagdo livre de uma populagao
cultivada de M. caesalpiniifolia e acessar a diversidade genética de individuos do fendtipo sem aculeos desta
populagdo. A diversidade genética foi acessada usando marcadores moleculares Inter Simple Sequence Repeat (ISSR)
e a fenotipagem quanto a presenca/auséncia de actleos foi determinada em individuos jovens de nove progénies de
polinizagdo livre provenientes de trés &rvores do fendtipo com aclleos e seis arvores do fendtipo sem aculeos.
Calculou-se o indice de Shannon (I), diversidade genética de Nei (He), porcentagem de bandas polimérficas (P) e
identidade genética de Nei. A auséncia de aculeos (77%) foi superior a presenca de aculeos (23%). A predominancia
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do fenétipo auséncia de actleos e os indices moderados de diversidade genética (P = 64%; He = 0,208 e | = 0,315)
entre os individuos com este feno6tipo podem ser decorrentes do efeito da sele¢do artificial para o fendtipo auséncia de
aculeos da populacéo fonte.

Palavras-chave: Floresta tropical sazonalmente seca; Melhoramento florestal; Marcador molecular; Fenétipo; Inter
Simple Sequence Repeat.

Abstract

Mimosa caesalpiniifolia Benth. (Fabaceae) is a tree native to the semiarid region of Northeast Brazil, which presents
growing economic potential for the exploitation of timber and non-timber forest products. The presence of aggressive
prickles in most plants of this species makes it difficult to manage the stands, but there are specimens without prickles
that can be used to get around this inconvenience. Our objective was to determine the phenotypic frequency of the
character absence/presence of prickles in progenies of free pollination of a cultivated population of M.
caesalpiniifolia, and to access the genetic diversity of individuals of the phenotype without prickles of this population.
Genetic diversity was accessed using molecular markers Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) and phenotyping for
the presence/absence of prickles was determined in young individuals from nine free-pollination progenies from three
phenotype trees with prickles and six phenotype trees without prickles. The Shannon index (1), Nei genetic diversity
(He), percentage of polymorphic bands (P) and Nei genetic identity were calculated. The absence of prickles (77%)
was higher that presence prickles (23%). The predominance of the absence of prickles phenotype and the moderate
levels of genetic diversity (P = 64%; He = 0.208 and | = 0.315) among individuals with this phenotype may be
because of artificial selection for the absence of prickles phenotype in the source population.

Keywords: Seasonally dry tropical forest; Forest improvement; Molecular marker; Phenotype; Inter Simple Sequence
Repeat.

Resumen

Mimosa caesalpiniifolia Benth. (Fabaceae) es un arbol originario de la regién semiarida del noreste de Brasil que
tiene un potencial econdmico creciente para la explotacion de productos forestales maderables y no maderables. La
presencia de espinas agresivos en la mayoria de estas plantas dificulta el manejo de los rodales, pero existen
ejemplares sin espinas que pueden servir para sortear este inconveniente. El objetivo fue determinar la frecuencia
fenotipica del caracter ausencia/presencia de espinas en progenies de polinizacion libre de una poblacién cultivada de
M. caesalpiniifolia, y acceder a la diversidad genética de individuos del fenotipo sin espinas de esta poblacién. Se
accedié a la diversidad genética mediante marcadores moleculares Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) y se
determind el fenotipo de presencia/ausencia de espinas en individuos jévenes de nueve progenies de polinizacién libre
de tres &rboles fenotipicos con espinas y seis arboles fenotipicos sin espinas. Se calcul6 el indice de Shannon (1), la
diversidad genética de Nei (He), el porcentaje de bandas polimoérficas (P) y la identidad genética de Nei. La
frecuencia del fenotipo sin espinas (77%) fue superior a la del fenotipo con espinas (23%). El predominio de la
ausencia de fenotipo de espinas y los niveles moderados de diversidad genética (P = 64%; He = 0,208 e | = 0,315)
entre individuos con este fenotipo puede deberse al efecto de la seleccién artificial por la ausencia de espinas en el
fuente de poblacién.

Palabras clave: Bosque tropical estacionalmente seco; Mejoramiento forestal; Marcador molecular; Fenotipo; Inter
Simple Sequence Repeat.

1. Introducéo

Mimosa caesalpiniifolia Benth. (Fabaceae) é uma leguminosa arbdrea nativa da regido semiarida do Nordeste do
Brasil que apresenta potencial econémico crescente para exploracdo de produtos florestais madeireiros e ndo-madeireiros.

Além de ser cultivada comercialmente, esta espécie possui estudos avancados sobre o aproveitamento tecnoldgico da
madeira, incluindo a durabilidade natural (Araujo & Paes, 2018), resisténcia natural ao ataque de cupins xiléfagos (Alencar,
Paes, Bakke & Silva, 2011) e caracterizacao e rendimento do carvédo (Lins et al., 2020). Nas florestas onde ocorre naturalmente
contribui na assimilagdo de compostos nitrogenados por meio da simbiose com bactérias fixadoras de nitrogénio (Martins et
al., 2015) e no fornecimento de recursos alimentares para polinizadores entomoldgicos (Déhler & Pina, 2017).

Embora a maioria dos individuos de M. caesalpiniifolia apresentam ramos com aclleos agressivos, uma baixa
frequéncia de exemplares com auséncia de aculeos ainda pode ser encontrada em populagdes naturais (Lima et al., 2008). Nas
Ultimas duas décadas, a formacéo de povoamentos comerciais de M. caesalpiniifolia com individuos com auséncia de aculeos

tem sido incentivada, pois além de facilitar o transito de animais e trabalhadores no interior do povoamento (Lima et al., 2008),
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também apresentam madeira mais resistente a cupins xiléfagos subterraneos quando comparada ao fendtipo que apresenta
aculeos (Alencar et al., 2011).

A multiplicacdo de M. caesalpiniifolia com auséncia de acltleos pode ser realizada por via sexuada, pois segundo
Carvalho, Maia e Amorim (1990) o cruzamento entre individuos com auséncia de actleos gera 100% de descendentes com
auséncia de aculeos. Entretanto, ndo existem muitas informacdes sobre a producéo de sementes de M. caesalpiniifolia com
auséncia de aculeos, mas acredita-se que sejam provenientes de plantios formados por poucos individuos ou clones, e por isso,
provavelmente, possuem uma base genética estreita.

Quando a populagdo é pequena e a variagdo genética intrapopulacional é estreita, aumenta-se a possibilidade de
cruzamentos consanguineos, resultando na manifestacdo de depressdo por endogamia e isso prejudica a capacidade da
descendéncia da populacdo em se adaptar as mudancas bidticas e abioticas (Ingvarsson & Dahlberg, 2018). Assim é desejavel
que tanto as areas de coleta de sementes quanto as cole¢des de germoplasma usadas para melhoramento genético possuam alta
diversidade genética (Pritchard et al., 2014; Silva-Janior, Souza, Pereira & Miranda, 2017).

Diante do exposto, o presente estudo objetivou determinar a frequéncia fenotipica do carater auséncia/presenca de
aculeos em progénies de polinizagdo livre de uma populacdo cultivada de M. caesalpiniifolia e acessar a diversidade genética
de individuos com auséncia de actleos desta populagéo.

2. Metodologia
2.1 Caracterizacdo da populagdo e amostragem

O presente estudo apresenta natureza quali-quantitativo (Pereira, Shitsuka, Pereira & Shitsuka (2018). O mesmo foi
desenvolvido em uma populacdo fonte de M. caesalpiniifolia (5°53'52,5" S e 35°21'31,6" W) localizada no municipio de
Macaiba, estado do Rio Grande do Norte, Brasil. Esta populagdo era constituida por 355 individuos plantados em 2010 a partir
de sementes de polinizacao livre coletadas apenas em individuos com auséncia de actleos de uma populacéo plantada. Foi
utilizado o espagcamento de 2,0 x 2,0 m no plantio, totalizando uma densidade populacional de 2.500 individuos ha. Em 2013
foram amostradas nove arvores (genitores) que se destacavam por apresentarem elevada producdo de frutos em relacdo as

demais, sendo trés com presenca de actleos (1, 2 e 5) e seis com auséncia de aculeos (3, 4, 6, 7, 8 € 9).

2.2 Avaliacao fenotipica da presenca/auséncia de aculeos

As sementes de cada arvore foram submetidas ao tratamento para superacdo da dorméncia (desponte na regido oposta
a micropila) conforme as recomendagdes prescritas por Brasil (2013) e semeadas em um canteiro. O delineamento estatistico
utilizado foi o de blocos casualizados, sendo quatro blocos com 25 sementes de cada arvore.

Aos 90 dias ap6s a semeadura foi realizada a fenotipagem dos individuos quanto a presenca e auséncia de aculeos,
sendo a frequéncia de cada fenétipo expressa em porcentagem. Os aspectos do caule de plantas com presenca e auséncia de
aculeos estdo apresentados na Figura 1 A e B, respectivamente.
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Figura 1 - Caule de plantas jovens de M. caesalpiniifolia com a presenca de aculeos (A) e auséncia de aculeos (B).

fom

Fonte: Autores.

2.3 Diversidade genética de individuos sem actleos

Treze individuos com auséncia de actleos foram amostrados aleatoriamente entre todos os individuos das progénies
de polinizacéo livre. Destes individuos, coletaram-se amostras de material foliar para extracdo de DNA genémico que foi
realizado por meio de um protocolo adaptado a partir da metodologia de Doyle e Doyle (1987).

A quantificacdo e a pureza do DNA foram analisadas em espectrofotdmetro de microplacas (Epoch™) e a integridade
do material genético foi determinada por eletroforese horizontal em gel de agarose a 1,0%. Este método de extracdo mostrou-
se adequado, pois a quantidade média de DNA obtida foi de 1.344,0 ng UL com razdo entre absorbancias (260/280) de 1,99
com a formacéo de fragmentos com alta resolugéo no gel de agarose.

A amplificacdo de DNA foi realizada por PCR convencional usando sete primers ISSR do conjunto #9 da Nucleic
Acid-Protein Service Unit (University of British, Columbia, EUA): 807 (AG)8T, 824 (TC)8G, 827 (AC)8G, 840 (GA)8YT,
851 (GT)8YG, 873 (GACA)4 e 881 (GGGGT)3 recomendados por Aradjo et al. (2016) para estudar a diversidade genética em

M. caesalpiniifolia, cujas sequéncias de nucleotideos estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Sequéncia de nucleotideos (5°— 3”) de sete primers ISSR utilizados para acessar a diversidade genética em M.

caesalpiniifolia.

Primer ISSR Sequéncia (5’-3")

807 (AG)8T AGAGAGAGAGAGAGAGT

824 (TC)8G TCTCTCTCTCTCTCTCG

827 (AC)8G ACACACACACACACACG
840 (GA)BYT GAG AGAGAGAGAGAGAYT
851(GT)8YG GTGTGTGTGTGTGTGTYG
873 (GACA)4 GACAGACAGACAGACA
881 (GGGGT)3 GGGTGGGGTGGGGTG

Nota: Y = C ou T. Fonte: Autores.

As reagdes de amplificacdo foram preparadas considerando-se um volume final de 12,0 pL. Cada reag¢do continha
20,0 ng de DNA molde, 0,33 uM de primer; 1x de tampéo de PCR (Phoneutria®); 0,25 mg.mL? de BSA; 2,0 mM de MgCly;
0,25 mM de dNTP; 0,5 U de Tag DNA polimerase (Phoneutria®) e agua ultrapura. A amplificacdo do DNA foi realizada em
termociclador (Veriti®) sob as seguintes condicdes: desnaturacdo inicial a 94 °C por 2 min, seguido por 37 ciclos de 15 s a 94
°C para desnaturacdo, 30 s a 47 °C para anelamento do primer e 60 s a 72 °C para extensdo da fita de DNA. Ao final dos 37

ciclos foi realizada uma extenséo final a 72 °C por 7 min, seguido de resfriamento até atingir 4 °C.
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Aos amplicons adicionaram-se os corantes GelRed™ e Azul de Bromofenol (0,01%) que em seguida foram aplicados
em gel de agarose (1,5% m.v?1) com tamp&o de corrida TAE 1X (Tris-Acetato-EDTA). A voltagem aplicada foi de 100 v e 0
tempo de migracdo dos fragmentos foi de 180 min. Um padrdo de peso molecular de 1.000 pares de base (K181 DNA Ladder
Invitrogen®) foi utilizado. Os fragmentos de DNA no gel (bandas) foram fotodocumentados em um transiluminador UV.

As bandas geradas por cada primer foram classificadas como monomdrficas e polimdrficas e sua presenga/auséncia
computada para todos os individuos. Os dados de presencga/auséncia das bandas foram organizados em uma matriz binaria (1 =
presenca e 0 = auséncia) que foi utilizada para determinar os indices de diversidade genética implementados no software
POPGENE (Population Genetic Analysis) versdo 1.32 (Yeh, Boyle & Xiyan, 1999), incluindo: indice de Shannon (I)
(Lewontin, 1972), diversidade genética de Nei (He), porcentagem de bandas polimoérficas (P) e identidade genética de Nei
(Nei, 1973; Nei, 1978). Posteriormente, calculou-se o contetdo de informacédo polimdrfica (PIC) para cada primer de acordo
com Botstein, White, Skolnick & Davis (1980).

Com os valores de identidade genética de Nei, confeccionou-se um dendrograma de similaridade baseados no método
de agrupamento Unweighted Pair-Group Method Arithmetic Average (UPGMA) por meio do programa NTSYS-pc verséo 2.1

(Rholf, 2000), adotando-se o valor médio da identidade genética de Nei como ponto de corte.

3. Resultados e Discussao

Na Tabela 2 estdo apresentadas as frequéncias fenotipicas dos individuos de nove progénies de polinizacéo livre de M.
caesalpiniifolia. Verificou-se que em todas as progénies ocorreram individuos de ambos os fendtipos, mas com frequéncia
variavel tanto dentro quanto entre as progénies. O fendtipo auséncia de actleos variou de 52 a 84% com valor médio de 77%,

enquanto a presenca de aculeos variou de 16 a 48%, com valor médio de 23% (Tabela 2).

Tabela 2 - Frequéncia fenotipica do carater auséncia/presenca de actleos em nove progénies de polinizacdo livre de M.

caesalpiniifolia.

Frequéncia fenotipica dos individuos (%)

Progénie Fenotipo n
Auséncia de aculeos Presenca de aculeos
1 Presenca de aculeos 73 52 48
2 Presenca de aculeos 80 73 27
3 Auséncia de aculeos 75 84 16
4 Auséncia de aculeos 80 83 17
5 Presenca de aclleos 78 73 27
6 Auséncia de aculeos 75 71 29
7 Auséncia de aculeos 72 71 29
8 Auséncia de aculeos 82 83 17
9 Auséncia de aculeos 67 70 30
Média - 77 23

Nota: n = nimero de individuos em cada familia. Fonte: Autores.

A auséncia de aculeos foi predominante na maioria das progénies, o que pode ser decorrente da elevada proporcéo
deste fen6tipo na populacdo fonte que era constituida por 67% de arvores com auséncia de aculeos. Este fato parece ser

caracteristico de populagdes melhoradas que sofreram selecdo para o carater auséncia de aculeos, pois Lima et al. (2008)
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observaram que uma populacdo cultivada e selecionada para auséncia de actleos produziu uma descendéncia com 71,5% de
individuos com auséncia de aclleos, mas em uma populacdo silvestre apenas 2,5% dos individuos da descendéncia
apresentavam aculeos.

A auséncia de actleos em M. caesalpiniifolia é um carater recessivo provavelmente controlado por um ou poucos
genes (Carvalho et al., 1990). Isso quer dizer que o fenotipo sem aculeos se expressara quando o alelo recessivo estiver em
homozigose, enquanto o fendtipo com aculeos se expressara sempre que o alelo dominante estiver presente, ou seja, em
homozigose ou heterozigose. Partindo desse pressuposto, acredita-se que esteja ocorrendo cruzamentos entre arvores com
auséncia e presencga aclleos na populacao fonte, pois em todas as progénies derivadas de arvores com auséncia de aculeos
foram encontradas descendentes com presenca de aculeos.

Devido a cruzamentos aleat6rios, essas frequéncias fenotipicas provavelmente poderdo diferir em eventos
reprodutivos posteriores. Contudo, a auséncia de aclleos certamente ira predominar na descendéncia desta populagdo fonte em
eventos reprodutivos posteriores devido a elevada frequéncia de arvores com este fendtipo na populagéo (67%).

Na Tabela 3 esta apresentado o perfil de amplificacdo de sete primers ISSR usando treze individuos de M.
caesalpiniifolia do fendtipo com auséncia de aculeos. O perfil de amplificagdo de todos os primers ISSRs foi satisfatério, com
nimero de bandas por primer variando de 8 a 11, com valor médio de 9; polimorfismo variando de 27 a 100% com média de
63%; e valores de PIC variando de 0,284 a 0,499, com valor médio de 0,408 (Tabela 3). Os primers UBC 807, 824 e 881

apresentaram os maiores valores de PIC e de bandas polimorficas.

Tabela 3 - Perfil de amplificacdo de sete primers ISSR para uma amostra de 13 individuos de M. caesalpiniifolia sem aculeos.

Primer Bandas Bandas polimorficas (%) PIC
UBC 807 (AG)8T 10 80 0,465
UBC 824 (TC)8G 9 89 0,488
UBC 827(AC)8G 8 38 0,294
UBC 840(GA)8YT 8 63 0,458
UBC 851(GT)8YG 9 44 0,306
UBC 873 (GACA)4 11 27 0,355
UBC 881 (GGGGT)3 10 100 0,499
Total 65 - -
Média 9,0 63 0,409

Nota: Y = C ou T. Fonte: Autores.

Esse padrdo de amplificacdo se assemelha ao observado por Aradjo et al. (2016) em um estudo anterior com M.
caesalpiniifolia. Além disso, o nimero de bandas amplificadas neste estudo (65 bandas) superou o nimero minimo requerido
para acessar a diversidade genética desta espécie (51 bandas), como demonstraram Araujo et al. (2016) utilizando a analise de
bootstrap. Dessa forma, o conjunto de primers utilizado no presente estudo também foi considerado satisfatorio para acessar a
diversidade genética da amostra de individuos analisada.

Os indices de diversidade genética (P = 64%, He = 0,208 e | = 0,315) e a identidade genética média (0,768) revelaram
que diversidade e divergéncia genética dos individuos com auséncia de actleos foram moderados. Isso pode ser um dos efeitos

da selecdo genética para o carater auséncia de aclleos realizada na populacdo fonte, pois segundo Ingvarsson & Dahlberg
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(2018), a selecdo fenotipica no ciclo reprodutivo e durante a producdo de sementes e mudas podem ter efeitos sobre a variagédo
genética presente em uma espécie.

Além disso, a domesticacdo de M. caesalpiniifolia é recente, aproximadamente trés décadas, tendo a selecdo para
fenotipo com auséncia de aculeos direcionado para a diferenciacdo da primeira variedade melhorada da espécie. Esse processo
de selegdo e domesticacdo, normalmente envolvem mudangas substanciais na diversidade e estrutura genética populacional
como mostram os estudos de investigacdo de eventos de domesticacdo de espécies arbdreas como Neolamarckia cadamba
(Roxb.) Bosser (Rubiaceae) (Yiing, Fu, Seng & Ling, 2014), Prunus persica L. Batsch (Rosaceae) (Akagi, Hanada, Yaegaki,
Gradziel & Tao, 2016) e Cerasus pseudocerasus (Lindl.) G. Don (Rosaceae) (Zhang et al., 2018) e isto pode ter ocorrido com
a populacdo fonte de M. caesalpiniifolia aqui estudada.

Na Figura 2 esta apresentado a similaridade entre treze individuos com auséncia de aculeos. Os valores de identidade
genética entre os pares de individuos variaram de 0,646 a 0,892, com valor médio de 0,768 indicando similaridade moderada
entre os individuos, que parece ser congruente com os parametros de diversidade genética (Figura 2). De acordo com a analise
de agrupamento UPGMA, os individuos foram alocados em dois grupos de similaridade genética, sendo um dos grupos
constituido por dez individuos e o segundo grupo por trés individuos (Figura 2).

Figura 2 - Analise de agrupamento UPGMA de treze individuos sem aculeos de M. caesalpiniifolia baseada na identidade
genética de Nei.

r T
0% 151 14 034 120
[deridade Gendtica de Nei

Fonte: Autores.

Esses resultados indicam que os individuos com auséncia de aculeos divergem geneticamente entre si. Essa
variabilidade poderd ser explorada em programas de melhoramento genético e formacdo de pomares de sementes de M.
caesalpiniifolia com auséncia de aculeos. Contudo, para ampliar ainda mais a base genética de germoplasma de M.
caesalpiniifolia do fendtipo sem aculeos recomenda-se que sejam investigadas novas fontes de variabilidade provenientes de
populacGes de origem melhorada ou silvestre.
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4. Concluséo

A predominancia do fenotipo com auséncia de aclleos e os indices moderados de diversidade genética entre os
individuos de M. caesalpiniifolia com este fenotipo podem ser decorrentes do efeito da selegdo artificial para o fenétipo
auséncia de aculeos na populacdo fonte. Estudos futuros ainda séo necessarios para compreender melhor a expressao do carater

auséncia/presenca de actleos em M. caesalpiniifolia.
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