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RESUMO

ZANETTI, GESSICA TAIS; M.Sc.; Universidade do Estado de Mato Grosso; fevereiro
de 2020. Aspectos reprodutivos e diversidade genética de pau-de-balsa (Ochroma
pyramidale Cav. ex Lam. Urb., Malvaceae). Orientadora: Ana Aparecida Bandini Rossi.
Coorientadora: Eulalia Soler Sobreira Hoogerheide.

O pau-de-balsa (Ochroma pyramidale Cav. ex Lam. Urb) pertencente a familia
Malvaceae, é uma espécie arbdrea, perene e nativa da América do Sul e Central. A
espéecie é muito utilizada na recuperacao de areas degradadas e sua exploracéo revelou-
se como atividade produtiva de valor econdmico para producdo de madeira de baixa
densidade. Porém, o conhecimento sobre os aspectos reprodutivos e a diversidade
geneética desta espécie é escasso. Diante disso, este estudo objetivou analisar aspectos
da biologia reprodutiva e avaliar a diversidade genética de populacdes de O. pyramidale
cultivadas no estado de Mato Grosso, Brasil. Para as analises relacionadas aos aspectos
reprodutivos, foram coletados bot@es florais em diferentes estagios de desenvolvimento
nos municipios de Sinop, Itauba e Alta Floresta, Mato Grosso, Brasil, 0s quais foram
utilizados para estudo da palinologia, indice meiotico, citoquimica e viabilidade
polinica. Para a investigacdo da diversidade genética foram realizadas reacdes de PCR
com 15 primers ISSRs, a partir do DNA extraido de folhas jovens de 60 individuos de
O. pyramidale, coletadas em trés populacdes no municipio de Guarantd do Norte, Mato
Grosso. Os resultados demonstram que os polens de O. pyramidale sdo do tipo
suboblato, triporados, muito grandes, possuem area polar grande e sexina com
ornamentacdo reticulada. A espécie apresenta alta taxa de viabilidade polinica, indice
meidtico regular e possui amido e lipidio como substancias de reserva no pélen. Os
primers 1ISSRs amplificaram um total de 111 locos, sendo 97,3% polimdrficos. Os
valores de dissimilaridade genética obtidos a partir do complemento do indice de
Jaccard variaram de 0,17 a 0,79, ndo evidenciando individuos idénticos em termos
genéticos. A diversidade genética de Nei (0,32) e de Shannon (0,48) para a espécie sdo
indicativos de que ha diversidade genética entre os 60 individuos estudados. A AMOVA
revelou que 71% da variacdo genética total encontram-se dentro de populac¢Ges enquanto
29% entre as populacOes avaliadas. Os marcadores moleculares ISSRs foram eficientes
para analise da diversidade genética dos 60 individuos de O. pyramidale, sendo
considerados fontes promissoras de recursos genéticos para selecdo e uso em programas
de melhoramento. O estudo possibilitou a ampliacdo dos conhecimentos sobre os
aspectos reprodutivos e a diversidade genética de O. pyramidale, informacgdes uteis tanto
para conservagdo quanto para programas de melhoramento genético.

Palavras-chave: Variabilidade genética; Indice meidtico; Viabilidade polinica.
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ABSTRACT

ZANETTI, GESSICA TAIS; M.Sc.; Universidade do Estado de Mato Grosso; February,
2020. Reproductive Aspects and Genetic Diversity of Balsa Wood (Ochroma
pyramidale Cav. ex Lam. Urb., Malvaceae). Adviser: Ana Aparecida Bandini Rossi.
Counselor: Eulalia Soler Sobreira Hoogerheide.

The balsa tree (Ochroma pyramidale Cav. ex Lam. Urb) belongs to the Malvaceae
family, and is a perennial tree species which is native to South and Central America.
The species is widely used in the recovery of degraded areas and its harvesting has
proved to be a productive activity of economic value for the production of low density
wood. However, knowledge regarding the reproductive aspects and genetic diversity of
this species is scarce. Therefore, this study aimed to analyze aspects of reproductive
biology and evaluate the genetic diversity of populations of O. pyramidale cultivated in
the state of Mato Grosso, Brazil. For analyses related to reproductive aspects, flower
buds at different stages of development were collected in the municipalities of Sinop,
Itatba and Alta Floresta, Mato Grosso, and were used to study palynology, meiotic
behavior, cytochemistry and pollen viability. For the genetic diversity investigation,
PCR reactions were performed with 15 ISSR primers, using DNA extracted from young
leaves of 60 individuals of O. pyramidale, which were collected from three populations
in the municipality of Guaranta do Norte, Mato Grosso. The results demonstrate that the
pollens of O. pyramidale are of the suboblat type, triporate, large, have a large polar
area and sexine with reticulated ornamentation. The species has a high percentage of
viable pollen, regular meiotic index and has starch and lipid as storage substances in
pollen. ISSR primers amplified a total of 111 loci, of which 97.3% were polymorphic.
The values of genetic dissimilarity obtained from the complement of the Jaccard index
ranged from 0.17 to 0.79, not showing identical individuals in genetic terms. The genetic
diversity of Nei (0.32) and Shannon Index (0.48) for the species is indicative that there
is genetic diversity among the 60 individuals studied. AMOVA revealed that 71% of the
total genetic variation is found in populations while 29% among the evaluated
populations. The ISSR molecular markers were efficient in analyzing the genetic
diversity of the 60 individuals of O. pyramidale, and can be considered promising
sources of genetic resources for selection and use in breeding programs. Furthermore,
the study enabled the expansion of knowledge regarding the reproductive aspects and
the genetic diversity of O. pyramidale, which is useful information both for conservation
of this species, as well as for breeding programs.

Key words: Genetic variability; Meiotic behavior; Pollen viability.



1. INTRODUCAO GERAL

A espécie Ochroma pyramidale, conhecida popularmente como pau-de-balsa,
pertence a familia botanica Malvaceae. E uma arvore tropical amplamente distribuida,
de ocorréncia natural no México, Antilhas, Venezuela, ao longo da costa oeste da
América do Sul até a Bolivia e na Amaz6nia Brasileira (Ledo et al., 2008). No Brasil, a
especie € encontrada naturalmente nos estados do Acre, Amazonas, Pard e Roraima
(Carvalho, 2010).

A baixa densidade da madeira do pau-de-balsa, de 170 a 265 kg/m? quando seca,
permite aplicacdo em inddstrias como a marinha, rodoviaria e ferroviaria, energia edlica,
aeroespacial. E utilizada na construcio de barcos e jangadas, na confecgdo de boias,
aeromodelos e outros fins, como a fabricacdo de brinquedos, isolantes térmicos e em
substituicdo a cortica (Lorenzi, 2008; Carvalho; 2010; Midgley et al., 2010). No entanto,
o0 principal mercado é o uso da madeira como material estruturante do nucleo das pas
dos geradores eolicos (Stewart, 2011; 3A Composites, 2019).

O pau-de-balsa apresenta caracteristicas potenciais para cultivo e producdo de
madeira no Brasil. De acordo com Reis e Filho (2011), a espécie tem sido cultivada no
Brasil como atividade de valor econdmico e, ha alguns anos, vem ganhando importancia
no Estado de Mato Grosso. Segundo dados da Cooperativa dos Produtores de pau-de-
balsa de Mato Grosso, a espécie possuia, em 2012, cerca de 7 mil hectares plantados.

Outra potencialidade do pau-de-balsa é a utilizacgdo em plantios para
recuperacdo de areas degradadas e de preservacdo permanente devido ao seu rapido
desenvolvimento e tolerancia a alta radiacdo (Cunha et al., 2016; Gomes e Reis, 2018),
pois para reestabelecer os ecossistemas degradados e facilitar a sucessdo ecoldgica
utiliza-se espécies pioneiras (Bizuti et al., 2016) e espécies arboreas nativas (Lima
Junior et al., 2019).

Os estudos do sistema reprodutivo das espécies séo essenciais para compreender
a estrutura e diversidade das populagbes (Dick et al., 2008; Sebben et al., 2011).
Segundo Kageyama et al. (2003), as informacdes de ecologia e genética de espécies
arboreas tropicais ainda sdo incipientes devido a alta diversidade e a complexidade de

especies.


https://link.springer.com/article/10.1007/s00107-015-0983-0#CR10

O conhecimento do sistema reprodutivo das espécies fornece informacdes
importantes para a conservacdo e melhoramento genético, por estar relacionado com o
sucesso da perpetuacdo da espécie (Carrid et al., 2009; Mendes et al., 2013). Nas
culturas em que o objetivo é a producdo de sementes, como € o caso de O. pyramidale,
0 sucesso estd proximamente ligado a disponibilidade e viabilidade de grdos de polen
nas plantas, visto que estudos de estabilidade meiotica e viabilidade dos polens
permitem indicar o potencial de cruzamento da planta (Love, 1951; Diegues et al.,
2015). Outro aspecto estudado em gréos de polen € a morfologia como forma, tamanho,
namero de aberturas e ornamentacdo da exina que possuem valor taxondmico porque
permanecem constantes dentro da mesma espécie, de acordo com Talledo et al. (2019).

Os estudos genéticos em populacdes de espécies arbdreas visam ao
conhecimento dos niveis de variabilidade genética existente em uma determinada
especie. A caracterizacdo molecular € uma maneira de detectar a variabilidade genética,
pois permite, a partir de marcas genéticas ou polimorfismos, independente de
interferéncias ambientais, inferir sobre o grau de diversidade entre individuos e dentro
de populagdes (Sartoretto e Farias, 2010; Costa et al., 2011; Ju et al., 2018).

Os marcadores moleculares tém sido de grande importancia para acessar a
variabilidade genética dentro do pool génico de espécies cultivadas, bem como na
andlise da diversidade (Salla et al., 2002; Ferreira et al., 2007; Franzon et al., 2010).
Dentre os marcadores moleculares existentes, os ISSR revelam eficientemente
polimorfismos em sequéncias de DNA (&cido desoxirribonucleico), apresentam alta
reprodutibilidade, baixo custo, e ndo necessitam de conhecimento prévio do genoma da
espécie (Zietkiewicz et al., 1994; Santos et al., 2011; Ng e Tan, 2015; Costa et al.,
2015).

Entender as relacdes ecoldgicas e genéticas, segundo Kageyama et al. (2003), é
de grande importancia para a determinacdo de estratégias de conservacéo,
melhoramento e manejo sustentavel, com adequac6es as especificidades das espécies.
Nesse sentido, 0 conhecimento das relacOes ecoldgicas e genéticas sdo essenciais para
0 estudo de estrutura genética de populacdes de O. pyramidale.

Esta dissertacdo estrutura-se em dois capitulos. O capitulo 1 objetiva a

caracterizacdo reprodutiva de O. pyramidale por meio do indice mei6tico e viabilidade
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polinica. O capitulo 2 tem como objetivo avaliar a diversidade genética entre individuos

e populacdes de O. pyramidale através de marcadores moleculares ISSR.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Classificacdo botanica e distribuicdo geografica de Ochroma pyramidale

Na década de 80, a ordem Malvales compreendia as familias
Malvaceae, Bombacaceae, Sterculiaceae e Tiliaceae (Dahlgren, 1980; Takhtajan, 1980).
Entretando, estudos morfologicos, anatémicos e quimicos (Judd e Manchester, 1997)
associados as analises filogenéticas baseadas em dados moleculares nos sistemas
tradicionais de classificagio mostraram que Malvaceae também compreende
Bombacaceae, Sterculiaceae e Tiliaceae (Alverson et al. 1999; Bayer et al., 1999; Baum
et al., 2004; Nyffeler et al., 2005).

O trabalho sistemético realizado nas duas Ultimas décadas marcou a atual
circunscricdo de Malvales. Estudos filogenéticos baseados em dados moleculares de
Malvaceae sl permitiram o reconhecimento de nove subfamilias, a Bombacoideae inclui
0s remanescentes de Bombacaceae (Carvalho-Sobrinho et al., 2016; Lima et al., 2019;
Hernandez-Gutiérrez e Magallén, 2019).

A familia botanica Malvaceae compreende cerca de 250 géneros e 4200
espécies. Existem cerca de 73 géneros e 783 espécies no Brasil, por esta razdo esta entre
as dez principais familias de angiospermas do pais, presente em todas as regides (Bayer
e Kubitzki, 2003; Bovini et al., 2015; Zappi e BFG, 2015; Lima et al., 2019; The Plant
List, 2019). Dentro da familia Malvaceae e subfamilia Bombacoideae, encontra-se o
género Ochroma que apresenta uma Unica espécie registrada, Ochroma pyramidale
(Cav. ex Lam. Urb).

O nome cientifico do pau-de-balsa tem sido objeto de controvérsia. Desde 1788,
quando o género Ochroma Swartz foi descrito com uma Unica espécie, Ochroma
lagopus Sw., um total de 10 espécies foram descritas por Rowlee (1919) e Johnston
(1928). Em 1944, Little resumiu a nomenclatura do pau-de-balsa do Equador utilizando
Ochroma lagopus Swartz, baseando-se no fato de que seu material de herbario no
Equador n&o é especificamente diferente das espécies das indias Ocidentais (Aikman,
1955).

De acordo com o banco de dados ITIS (Sistema de Informacdo Taxon6mica
Integrado) e Tropicos® o nome cientifico aceito atualmente &€ o Ochroma pyramidale

(Cav. Ex Lam. Urb.). Segundo o The Plant List, ha o registro de 20 nomes cientificos,
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isto porque alguns pesquisadores utilizaram a nomenclatura de variedades como, por
exemplo, Ochroma pyramidale var. concolor (Rowlee).

Em funcdo de sua distribui¢do, possui como nomes comuns: pau-de-balsa, pau-
de-jangada e algodoeiro. A espécie é amplamente distribuida na zona neotropical,
incluindo as Antilhas, México, Venezuela, Colémbia, Equador, Peru, ao longo da costa
oeste da América do Sul ate a Bolivia e na Amazoénia Brasileira (Figura 1A) (Aikman,
1955; Francis, 1991; Ledo et al., 2008). Ochroma pyramidale ocorre em terras baixas e
em vales entre montanhas, mas também pode ser encontrada até 2000m de altitude,
segundo Ledo et al. (2008). De acordo com Flora do Brasil (2020) e Carvalho (2010),

no Brasil a espécie ocorre nos estados do Acre, Amazonas, Para e Roraima (Figura 1B).

AMERICA DEL NORTE )
T A B
Collo de Oceano Allantico
- L= -

{x‘\

AMERICA
DEL SUR

Figura 1. Distribuicdo geografica de Ochroma pyramidale. A. A &rea sombreada
representa a distribuicdo natural da espécie. Fonte: Francis, (1991). B. Presenca
confirmada da espécie no Brasil, estados do Par4, Amazonas e Acre. Fonte: Flora do
Brasil 2020.

2.2 Caracterizacao, fenologia e biologia reprodutiva de Ochroma pyramidale

O pau-de-balsa € uma espécie arborea lenhosa de grande porte, podendo atingir
dimens@es proximas a 30 m de altura e 120 cm de DAP (diametro a altura do peito,
medido a 1,30 m do solo) na idade adulta. O tronco € reto, cilindrico e o fuste pode

atingir até 15 m de comprimento (Figura 2A) (Carvalho, 2010).



A casca ¢ lisa e tem espessura de até 12 mm, possui coloracao cinza-rosada com
algumas cicatrizes lineares (Figura 2B) (Carvalho, 2010). O cerne é castanho-palido ou
avermelhado, o alburno é quase branco-palha, com manchas acinzentadas ou réseas
(Figura 2C) (Carvalho, 2010).

As folhas sdo grandes, alternas, simples, sub-integras ou dentadas, de 3 a 5
I6bulos profundos, palmatinérveas, de 15 a 35 cm de comprimento por 15 a 40 cm de
largura (Figura 2D) (Lorenzi, 2008; Carvalho, 2010).

Os botdes florais nascem em pedunculos largos e grossos, localizados nas
extremidades dos ramos (Figura 2E) e desenvolvem-se em flores grandes, vistosas,
bissexuadas e de coloracdo branca ou esbranquicada, de sépalas unidas com indumento
ferrugineo, podendo ser solitarias ou terminais, com 10 a 20 cm de comprimento por 7
a 9 cm de diametro (Figura 2F) (Carvalho, 2010).

Os frutos sdo constituidos por capsulas deiscentes alongadas e sublignificadas,
com o comprimento em torno de 10 a 25 cm e largura de 2,5 a 5 cm, cada capsula se
abre em cinco valvas escuras e glabras (Figura 2G), sendo que ap6s 0 amadurecimento
liberam um tufo de I&/paina de coloracdo marrom/acobreada (Figura 2H) com grande
quantidade de sementes (Figura 21) (Carvalho, 2010).

O processo reprodutivo inicia-se entre trés a cinco anos (Reis e Filho, 2011). De
acordo com Carvalho (2010) a floragcdo ocorre de abril a agosto, na estagdo mais seca e
a frutificacdo de junho a outubro, na estacdo umida. Nas condi¢Ges edafoclimaticas do
estado de Mato Grosso, 0 pau-de-balsa floresce de fevereiro a maio, enquanto que 0s

frutos amadurecem de agosto a novembro (Weirich, 2008).



@

Figura 2. Caracteristicas morfolégicas gerais de Ochroma pyramidale. A) Porte arboreo.
B) Detalhe do tronco e da casca. C) Cerne e alburno. D) Folha. E) Botdes florais. F)
Flores. G) Frutos. H) Frutos apos liberacdo do tufo de Ia. 1) Sementes. Fonte: a autora.

O. pyramidale possui flores hermafroditas que produzem cerca de 10 a 15
microlitros de néctar por flor e exibem caracteristicas tipicas de polinizacdo por
mamiferos, como quatis (Mora et al., 1999) mas, principalmente por morcegos (Reis e
Filho, 2011), sendo que também sdo visitadas por abelhas que coletam o néctar para
producéo de mel (Mora et al., 1999; Weirich, 2008). A grande mortalidade de abelhas
em flores de O. pyramidale deve-se, provavelmente, a asfixia, conforme estudos de
Brighenti e Brighenti (2010), visto que as caracteristicas morfologicas das flores
facilitam o acimulo de agua e néctar e ndo foram encontradas substancias tdxicas nas

flores de pau-de-balsa.



As sementes sdo amplamente disseminadas pelo vento, gracas a sua aderéncia
a pluma (Carvalho, 2010). Apesar desta facilidade na disperséo, as sementes de pau-de-
balsa apresentam dorméncia que dificulta e retarda a germinagéo, prejudicando a
producéo uniforme de mudas (Netto, 1994; Dalberto e Braga, 2013; Santos et al., 2016).
Neste contexto, a propagacao in vitro € uma opg¢do para producdo de mudas de O.
pyramidale, de acordo com Morante-Alarcon et al. (2017).

ContribuicOes de pesquisas relacionadas a caracterizacdo de O. pyramidale
envolvem os sistemas de cultivo, avaliagdes morfologicas das arvores e da madeira,
técnicas de armazenamento, superacdo de dorméncia e testes de germinacdo das
sementes (Alvino e Rayol, 2007; Mendes et al., 2010; Gonzalez et al, 2010; Vleut et al.,
2013; Borrega e Gibson, 2015; Bao et al, 2016; Gomes e Reis, 2018; Canadas-L6pez et
al., 2019).

2.3 Utilizacdo e importancia econémica de Ochroma pyramidale

Atualmente, com o aumento da demanda por madeira no mundo, é necessario
buscar novas espécies para plantios comerciais e aumentar a produtividade de madeira
sem expandir deliberadamente as areas de plantios. O setor de floresta plantada é
caracterizado principalmente pelos plantios florestais de rapido crescimento, sendo que,
em 2018, a area total de arvores plantadas no Brasil totalizou 7,83 milhGes de hectares,
estdvel em relacdo ao ano anterior. Os plantios de eucalipto ocupam 5,7 milhdes de
hectares desse total, as areas com pinus somam 1,6 milhdo de hectares, e outras espécies
como seringueira, acécia, teca e parica, representam cerca de 590 mil hectares (1ba,
2019).

A utilizacdo de espécies vegetais arboreas, nativas e pioneiras esta consolidada
na literatura como possivel estratégia para reestabelecer os ecossistemas degradados e
facilitar a sucessao ecoldgica (Rodrigues et al., 2009; Bizuti et al., 2016; Lima Junior et
al., 2019), visto que o plantio de espécies florestais de interesse madeireiro contribuem
para diminuir a pressao sobre a floresta amazonica, proporcionam o desenvolvimento
sustentavel na regido e geram beneficios ecolégicos (Machado et al., 2018). As espécies
arboreas pioneiras apresentam eficiéncia sobre as demais espécies florestais, no uso de

recursos primarios, tais como luz, 4gua e nutrientes, sobressaindo-se nos estagios
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iniciais (Silva et al., 2011; Nogueira et al., 2018). Enquanto que espécies nativas tém
uma maior probabilidade de éxito, quanto mais proximas estiverem as condicGes de
plantio das condicgdes naturais, conforme Kageyama e Castro (1989) apud Tonini et al.
(2008).

O. pyramidale apresenta caracteristicas potenciais para cultivo e producéo de
madeira no Brasil, visto que € uma espécie nativa, pioneira e de rapido crescimento. A
espécie tem demonstrado potencial em plantios para recuperacao de areas degradadas e
de preservacdo permanente, assim como em monocultivo, consorcios florestais e
agroflorestais, devido ao seu rapido desenvolvimento e tolerdncia a alta radiacdo
(Marenco et al., 2001; Costa, S. et al., 2012; Santos et al., 2014; Cunha et al., 2016;
Gomes e Reis, 2018; Rachmat, 2019).

A madeira do pau-de-balsa possui baixa densidade devido ao seu rapido
crescimento, tornando-se a madeira mais leve disponivel para comércio. As grandes
variagdes de densidade da madeira do pau-de-balsa derivam predominantemente das
fibras, que sédo células prismaticas longas, com paredes relativamente espessas capazes
de fornecer suporte mecénico a arvore. Essas células diminuem no comprimento da
borda e aumentam na espessura da parede a medida que a densidade aumenta (Borrega
etal., 2015; Borrega e Gibson, 2015). A madeira do pau-de-balsa possui densidade entre
170 e 265 kg/m?® quando seca, o alburno é claro e o cerne marrom-claro (Lorenzi, 2008;
Carvalho, 2010).

A baixa densidade da madeira do pau-de-balsa permite aplicacdo em industrias
comerciais como marinha, rodoviaria e ferroviaria, energia eolica, aeroespacial, defesa,
na construcédo de barcos e jangadas, confeccdo de boias, aeromodelos e outros fins, como
a fabricacdo de brinquedos, isolantes térmicos e em substituicdo a cortica (Lorenzi,
2008; Carvalho; 2010; Midgley et al., 2010). Além disso, Weirich, (2008) afirma que as
fibras longas sdo proprias para a fabricacdo de papel e celulose, produzindo celulose de
alta qualidade com grau de rendimento de 45% a 50%.

A fabricacdo de geradores edlicos é um dos grandes consumidores da madeira
de pau-de-balsa no Brasil e no mundo. A 3A Composites possui e gerencia por meio de
suas empresas florestais Plantabal S.A. e 3A Composites PNG Ltda, 13 mil hectares de

plantacbes de pau-de-balsa com certificacdo FSC® no Equador e Papua Nova Guiné
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(3A Composites, 2019). A empresa desenvolveu um tipo de compensando de alta
tecnologia utilizando colagem adesiva e madeira de pau-de-balsa como material
estruturante do nucleo das pas dos geradores edlicos, tecnologia denominada Baltek®
(Stewart, 2011). Nesta tecnologia utilizam-se estruturas de madeira em formato
sanduiche que resultam em um produto final leve e resistente com densidade
aproximada de 156 kg/m? (3A Composites, 2019).

A maior demanda por madeira de pau-de-balsa esta no exterior e 0s principais
paises importadores sdo os Estados Unidos, Dinamarca, Espanha, China, Alemanha e
Franca. Os Estados Unidos é o importador de maior destaque, absorvendo mais de 90%
da producdo do Equador, segundo Midgley et al. (2010). O Equador € tradicionalmente
0 maior produtor de madeira de pau-de-balsa do mundo, abastecendo 89% dos mercados
globais, seguido pela Papua Nova Guiné, com 8% (Kotlarewskie et al., 2016). Apesar
de o pau-de-balsa apresentar potencial socioeconémico e ecolégico para o Equador, este
potencial ndo é totalmente conhecido ou explorado, segundo Canadas-LOpez et al.,
(2019).

Atualmente, a industria do pau-de-balsa esté enfrentando diversos entraves. Os
principais desafios enfrentados estéo relacionados a falta de demanda devido ao excesso
da oferta mundial de madeira de pau-de-balsa, competicdo com o polimero sintético,
falta de desenvolvimento e diversificagcdo de produtos (Jekin et al., 2018; Kotlarewski
et al., 2019). Outro entrave para a industria do pau-de-balsa é a qualidade genética do
germoplasma disponivel para a espécie, reconhecida como um problema hé cerca de 20
anos quando consideradas as principais caracteristicas silviculturais, como altura de
fuste, didmetro na altura do peito e a densidade da madeira. Esta Gltima é segregada em
trés grupos: baixa 80<120 kg/m?; média 120< 180 kg/m% e alta 180<220 kg/m3
(Midgley et al., 2010).

No estado de Mato Grosso, a area reflorestada com pau-de-balsa aumentou
significativamente dos anos 2000 a 2010 devido ao incentivo ao cultivo da espécie.
Segundo dados da Cooperativa dos Produtores de pau-de-Balsa a espécie possuia, em
2012, cerca de 7 mil hectares plantados (COPROMAB-MT, 2012; Arefloresta, 2015).

No Mato Grosso 0 uso do pau-de balsa na integragdo pecuaria-floresta € uma

alternativa para a diversificacdo do solo degradado com a morte subita das pastagens.
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Os produtores rurais da regido encontraram na integracdo pecudria-floresta uma fonte
de renda na qual ,ao final do periodo de criacdo dos animais, as arvores de pau-de-balsa,
que possuem crescimento rapido, estdo no ponto de corte para venda (Santos et al.,
2016). O cultivo de pau-de-balsa, segundo Weirich (2008) se da por sua precocidade,
pois o corte pode ser realizado entre trés a seis anos, tornando-se uma atividade rentavel
a pequenos e médios produtores.

Devido a auséncia de materiais genéticos melhorados de pau-de-balsa, os
plantios comerciais no Estado do Mato Grosso séo realizados com sementes oriundas
de florestas nativas de distribuicdo natural da espécie. Dessa forma, os plantios se
caracterizam pela elevada variabilidade genética (Weirich et al., 2008; Behling et al.,
2019), e heterogeneidade na altura de fuste, diametro do tronco e densidade da madeira,
0 que gerou grande descontentamento da inddstria e silvicultores.

Jenkin et al. (2018) avaliando arvores de pau-de-balsa na Papua Nova Guine,
relataram a necessidade de uma estratégia silvicultural para reduzir bifurcagdes,
aumentar a qualidade do caule e o diametro na altura do peito. Neste sentido, a principal
demanda da pesquisa atualmente é através do melhoramento genético obter plantios

homogéneos e produtivos.

2.4 Estudos palinologicos

A invencao do microscopio simples por J. Janssen e Z. Janssen em 1590, e do
primeiro microscépio composto desenvolvido por Hooke em 1665, foram contribuicdes
importantes para o estudo da morfologia do pélen (Halbritter et al., 2018). O gametofito
masculino (gréo de pélen) das plantas com flores € uma estrutura microscopica contida
em sacos polinicos e que completa seu desenvolvimento inicial no tecido esporofito da
antera (Barth, 1964; Mascarenhas, 1990).

O estudo e a caracterizacdo de grdos de polen sdo essenciais para 0
melhoramento genético, filogenia, paleobotanica e, principalmente a taxonomia (Nunes
et al., 2012). A tecnica de acetolise de Erdtman é amplamente utilizada em estudos
paleopalinoldgicos e palinotaxonémicos, visto que a aplicacdo da técnica facilita a

degradacéo da intina e do protoplasma do polen, permanecendo apenas a parede externa
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da esporopolenina (exina), o que facilita a observacdo dos detalhes de sua estrutura e
escultura (Gutiérrez e Mosquera, 2016).

Os grdos de polen, segundo Cutler et al. (2011), sdo faceis de serem
identificados em nivel de género e algumas vezes de espécie. Em certas familias, existe
grande variabilidade na morfologia dos grdos de polen. As caracteristicas morfologicas
dos gréos de polen como forma, tamanho, nimero de aberturas e ornamentacgéo da exina,
sdo consideradas de valor taxonémico porque permanecem constantes dentro da mesma
especie (Blackmore, 2007; Talledo et al., 2019).

InformacBes a respeito da morfologia polinica de O. pyramidale ndo foram
encontradas, apenas um estudo realizado por Carreira et al. (1995) com espécie sinbnima
O. lagopus Sw. revelou polens muito grandes, isopolares, de simetria radial, formato
suboblato, &mbito circular, trés aberturas do tipo poro e exina amplamente reticulada.

Outra possivel caracterizacdo dos grdos de polen é a determinacdo de
substancias de reserva, como amido e lipidio, através de coloragdo citoquimica. Dados
citoquimicos, que evidenciem a presenca de componentes de reserva especificos em
grdos de polen, sdo importantes para o entendimento de aspectos ecoldgicos
relacionados principalmente aos mecanismos de polinizacdo (Dettke e Santos, 2011,
Oliveira e Pierre, 2018).

2.5 Indice mei6tico

A fertilidade das plantas depende da regularidade meidtica, que pode ocorrer
durante a formacdo dos grdos de polen (Pereira et al., 2017). O indice meidtico é
resultado do estudo dos produtos pds-meidticos, observando-se a formacéo de tétrades
normais, triades, diades ou ménades que estdo diretamente relacionadas a regularidade
na meiose (Oliveira e Pierre, 2018). Nesse sentido, Love (1951) estabeleceu que plantas
com indices meioticos abaixo de 90% apresentam instabilidade meiotica.

A estabilidade meiotica e a producdo de gametas viaveis sdo aspectos
diretamente associados a reproducéo e manutencao das plantas das especies (Oliveira e
Pierre, 2018). A utilizacdo de corantes como o carmim acético (Radford et al., 1974) é

uma técnica de coloracéo citoplasmatica devido a afinidade deste corante com o material
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geneético presente no citoplasma, sendo largamente empregado em citogenética vegetal
(Pagliarini e Pozzobon, 2004).

A presenca de anormalidades como poliades, triades, diades e mdnades séo
geralmente atribuidas ao emparelhamento irregular de cromossomos na segregacéo,
formacdo de fuso ou citocinese que podem resultar na divisdo meidtica anormal e,
geralmente gréos de pélen inviaveis, tendo como consequéncia, a infertilidade da planta
(Pagliarini, 2000; Wang et al., 2010; e Zhang et al., 2017). Kaur e Singhal (2019)
afirmam que as anormalidades meioticas levam a variagdes morfoldgicas e genéticas

que causam ndo apenas a evolucdo, mas também barreiras reprodutivas intraespecificas.

2.6 Viabilidade polinica

O estudo da viabilidade polinica ¢ uma das formas para obtencdo de
informagbes acerca da biologia reprodutiva das espécies vegetais. E um método que
evidencia o potencial masculino de reproducdo da espécie e pode ser util em estudos
taxondmicos, ecologicos, geneticos e palinologicos (Frescura et al., 2012).

A identificacdo de individuos mais estaveis mediante analise citoldgica permite,
segundo Santos et al. (2019), a selecdo e planejamento de coleta de sementes para
geracdo de mudas e implantacdo de novas populagdes. Assim, o estudo da viabilidade
polinica pode ser um fator de selecdo de genotipos para programas de melhoramento,
conforme Cabral et al. (2013) e Diegues et al. (2015).

A andlise da viabilidade de grdos de pdlen através da coloracdo diferencial
permite realizar uma estimativa da fertilidade de amostras de grdos de polen (Pinto-
Maglio e Pierozzi, 2015). Os métodos colorimétricos utilizam corantes quimicos
especificos que reagem com componentes celulares presentes nos grdos de poélen
maduros (Pagliarini e Pozzobon, 2004). Estes métodos séo utilizados para determinar
componentes celulares e a integridade do gréo de pélen (Munhoz et al., 2008).

N&o ha na literatura um teste de viabilidade universal que utilize apenas um
corante especifico, desta forma, & necessario testar mais de um tipo de corante, visando
encontrar o mais adequado para cada espécie (Hister e Tedesco, 2016). Os corantes mais
utilizados para estimar a viabilidade dos polens, atualmente, sdo o carmim acético e o

reativo de Alexander. O carmim acético, de acordo com Munhoz et al. (2008) apresenta
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coloracdo avermelhada para os polens viaveis, devido a reacdo do corante com 0
material genético existente no citoplasma, enquanto que os graos de polen inviaveis sao
aqueles que ndo apresentaram coloragdo no citoplasma.

O reativo de Alexander (Alexander, 1980) é mais especifico, principalmente
para plantas com grdos de pdlen de parede grossa e ou com muitas ornamentagdes
devido a quantidade de acido latico na formulacdo (Pinto-Maglio e Pierozzi, 2015). De
acordo com Alexander (1980), é possivel diferenciar os graos de po6len nédo abortados,
pois possuem citoplasma colorido de rosa e parede celular de coloracdo verde, dos
abortados que possuem apenas a coloracdo verde. Os grdos de pélen abortados ndo
possuem nucleo e apenas a celulose contida na parede apresentara colora¢do (Munhoz
et al., 2008). O reativo de Alexander facilita a distin¢do entre graos de polens viaveis e
inviaveis, como relatado por estudos em diferentes espécies (Santos et al., 2015; Hister
e Tedesco, 2016; Arenas-de-Souza et al., 2016; Braga et al., 2018; Santos et al., 2019).

2.7 Diversidade genética de populacdes

A diversidade genética é a multiplicidade de frequéncias alélicas presentes em
um grupo de individuos a qual, junto com o ambiente, fornece a natureza do fenotipo e
é base fundamental em programas de melhoramento genético (Santana et al., 2011). Para
Xie et al. (2010) a diversidade genética é util na caracterizacéo de individuos, acessos e
cultivares na determinacdo de duplicacbes na coleta de germoplasma e na escolha de
genotipos parentais em programas de melhoramento. Além disso, o0s estudos
relacionados a genética populacional sdo essenciais para definir estratégias de
conservacdo de espécies, de acordo com Fajardo et al. (2017).

A variabilidade genética é o meio pelo qual as espécies se mantém ao longo do
tempo, permitindo a sua adaptacdo evolutiva em decorréncia das mudancas ambientais
(Lima et al., 2015). Estudos de diversidade e estrutura genética em especies arbustivas
e arboreas sao frequentemente relatados na literatura (Costa et al., 2015; Borges et al.,
2016; Chimello et al., 2017), o que reforca a necessidade desse tipo de estudo para O.
pyramidale.

De acordo com Midgley et al. (2010) considerando a complexidade taxonémica

e variacdo morfoldgica dentro de O. pyramidale, é altamente provavel que exista
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variacdo genetica consideravel em caracteres-chave como crescimento, forma,
densidade da madeira, comprimento dos internos e resisténcia a pragas e a doengas.
Essas variacGes oferecem oportunidades consideraveis para selecdo e implantacdo de
germoplasma aprimorado. Além disso, O. pyramidale pode apresentar altos niveis de
variabilidade genética nas populagdes, visto que, segundo Nybom (2004), alta
variabilidade genética é encontrada em espécies como habito perene, com ocorréncia de
fecundacdo cruzada e que possuam ampla distribuicdo geografica.

Para o estudo da diversidade, dentro da populacdo ou entre acessos, podem-se
adotar técnicas de agrupamento ou de projecdo de medidas de dissimilaridade (Cruz et
al., 2011). Os coeficientes de similaridade e dissimilaridade mais utilizados em trabalhos
de diversidade genética tém sido o de coincidéncia simples (Sneath e Sokal, 1973 apud
Cruz et al., 2011), o de Jaccard (1908) e o de Nei e Li (1979). Com destaque para o
indice de Jaccard, com interpretacdo facilitada por representar a razdo entre o nimero
de coincidéncias e o numero total de bandas, excluindo a coincidéncia negativa (Meyer
etal., 2004).

Com base nos indices, é estabelecida uma matriz de dissimilaridade ou de
distancia entre os acessos, a qual vai servir para as analises de agrupamento e de
dispersdo dos acessos. As analises de agrupamento normalmente sdo baseadas em
métodos hierarquicos, os quais podem utilizar diferentes critérios de agrupamento:
vizinho mais préximo, vizinho mais distante e baseado na média das distancia (Faleiro,
2011). O uso de mais de um método de agrupamento evita inferéncias erréneas devido
as diferencas na classificacdo, otimizacao e ordenacdo dos grupos (Silva et al., 2012).

A existéncia de variacdo genética € um fator fundamental para que ocorra a
adaptacdo, evolucdo e sobrevivéncia de espécies arboreas. O fluxo génico € um processo
de transferéncia e troca de material genético entre grupos de organismos. Nas espécies
arboreas ocorre principalmente por dispersédo de pdlen e sementes, € € um importante
fator evolutivo que afeta a variacdo genética e a diferenciacdo nas arvores (Krutovsky
etal., 2012).
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2.8. Marcadores genéticos

O desenvolvimento de novas tecnologias no campo da biologia molecular,
especialmente a reacdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés polymerase chain
reaction), permitiu a popularizacdo de meétodos moleculares em diversas areas do
conhecimento bioldgico (Cruz et al., 2011). Atualmente, existem muitas ferramentas
moleculares para analise da variacdo genética de individuos e populagdes e uma grande
variedade de marcadores moleculares disponiveis para espécies vegetais (Souza et al.,
2016).

Os marcadores moleculares podem ser definidos como marcadores genéticos e
sdo divididos em trés categorias principais: baseados em hibridizacéo (isoenzimaticos),
baseados em PCR e baseados em sequenciamento (Faleiro, 2011; Turchetto-Zolet et al.,
2017). Os RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) s&o fragmentos de DNA
obtidos com o0 uso de enzimas de restri¢ao, separados por eletroforese e visualizados por
meio de hibridizacbes com sondas de sequéncias homdlogas marcadas com
radioatividade ou fluorescéncia (Faleiro, 2011).

Os marcadores moleculares séo sequéncias de DNA herdados geneticamente e
que podem ser utilizados como ferramenta para detectar polimorfismos no DNA e,
assim, auxiliarem na diferenciacao de individuos (Alves-Pereira et al., 2015). Dentre 0s
marcadores baseados em PCR, destacam-se: RAPD (Random Amplified
Polymorphism DNA), ISSR (Inter-simple sequence repeats), SSR (Simple Sequence
Repeats), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism). Conforme Ferreira e
Grattapaglia (1998), Faleiro (2007) e Faleiro (2011), os RAPD sdo fragmentos de DNA
amplificados por PCR utilizando primers curtos, geralmente dez nucleotideos, de
sequéncia aleatdria. Os ISSR sdo fragmentos de DNA de 100 a 3000 pb amplificados
via PCR usando um unico primer (16-20 pb) construido a partir de sequéncia de
microssatelites. Os marcadores microssatélites ou SSR séo sequéncias do DNA muito
curtas (2 a 5 pb) repetidas em tandem (lado a lado), cuja deteccdo é feita pela PCR,
utilizando primers especificos. Os AFLP sdo fragmentos de DNA (80 a 500 pb) obtidos
com a digestio do DNA com enzimas de restricdo, seguida da ligacdo de

oligonucleotideos adaptadores e amplificacdo seletiva dos fragmentos via PCR.
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A técnica SNP (Single Nucleotide Polymorphism) é um tipo de marcador
molecular do DNA utilizado para identificar mutagcdes e polimorfismos baseados na
posicdo de um unico nucleotideo, necessitando de informagdes de sequenciamento do
DNA para o desenho de primers e sondas especificas.

Os polimorfismos detectados em estudos genéticos vegetais sdo de particular
importancia para a manutencdo da variabilidade das espécies, bem como sua
sobrevivéncia frente as pressdes ambientais (Cruz et al., 2011). Muitas sdo as vantagens
dos marcadores moleculares, Faleiro, (2011) cita a obtencdo de um namero praticamente
ilimitado de polimorfismos genéticos, a identificacdo direta do gendtipo sem influéncia
do ambiente, e a possibilidade de detec¢do dos polimorfismos em qualquer estagio de

desenvolvimento da planta.

2.9 Marcadores moleculares ISSR

A utilizagcdo de marcadores moleculares de DNA, como o ISSR (Inter Simple
Sequence Repeat), torna-se uma ferramenta para estudos genéticos com espécies
vegetais. As regides ISSR constituem-se sequéncias de 100 a 3.000 pares de bases
contidas no genoma, localizadas entre sequéncias microssatélites que podem ser
acessadas a partir de marcadores ISSR (Zietkiewicz etal., 1994). O ISSR € uma técnica
baseada em SSR (Simple Sequence Repeats) em que a amplificacéo é realizada com um
unico primer consistindo de varias repeti¢cbes (motivo de SSR) geralmente ancorado
com 2 a 4 nucleotideos arbitrarios (Turchetto-Zolet et al., 2017).

Os marcadores ISSR possuem natureza dominante (ndo diferindo os loci em
homozigose dos em heterozigose), boa reprodutibilidade, revelam elevado grau de
polimorfismo, baixo custo e ndo exigem conhecimento prévio do genoma da espécie-
alvo (Faleiro, 2011; Santana et al., 2011; Ng e Tan, 2015). Turchetto-Zolet et al., (2017)
afirmam que em relacdo ao RAPD, 0s ISSR possuem maior reprodutibilidade pelo fato
de consistirem em primers mais longos para amplificagdo por PCR, os protocolos
utilizam temperaturas de anelamento mais altas na PCR e nos dois primers praticamente
nenhum conhecimento prévio da sequéncia alvo é necessaria permitindo a aplicacdo em

especies ndo-modelos (Zietkiewicz et al., 1994).
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A utilizacdo dos marcadores genéticos do tipo ISSR em estudos populacionais
de espécies arbdreas tem demonstrado tratar-se de uma ferramenta com alto poder de
discriminagéo (Ramalho et al., 2016; Rocha et al., 2017; Chimello et al., 2017; Freire et
al., 2019). Além disso, os marcadores ISSR permitem uma boa quantificacdo da
variabilidade intra e interespecificas, da estimativa da variabilidade genética em
especies selvagens e cultivadas, entre e dentro de populacfes, e anélise da diversidade
genética para a caracterizacao de acessos e cultivares de varias espécies (Costa, J. et al.,
2012; Dantas et al., 2012; Uysal et al., 2010; Chagas et al., 2015; Soares et al., 2016).

O estudo da diversidade genética em O. pyramidale, por meio de caracteristicas
fenotipicas, demandaria longo periodo de tempo, por se tratar de uma espécie perene, e
estudos de diversidade genética através de marcadores moleculares sdo incipientes para
a espécie. Assim, o uso de marcadores moleculares ISSR na avaliacdo da diversidade
geneética se faz importante para caracterizar individuos de maneira precoce e em menor

espaco de tempo.
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4. CAPITULOS
4.1 CAPITULO 1

CARACTERIZACAO MORFOLOGICA, INDICE MEIOTICO E
VIABILIDADE POLINICA DE Ochroma pyramidale (Cav. ex Lam. Urb.,

Malvaceae)

INTRODUCAO

A espécie Ochroma pyramidale Cav. ex Lam. Urb. (sinbnimo Ochroma
lagopus) pertence a familia Malvaceae e € conhecida popularmente como pau-de-balsa.
E uma arvore neotropical amplamente distribuida, encontrada na india Ocidental e em
toda a América Tropical, ocorrendo naturalmente no sul do México, América Central,
Antilhas e América do Sul (Morante-Alarcén et al., 2017). No Brasil, a espécie esta
distribuida nos estados do Acre, Amazonas, Para e Roraima (Carvalho, 2010).

O Equador é tradicionalmente o maior produtor de madeira de pau-de-balsa do
mundo, abastecendo 89% do mercado global (Kotlarewskie et al., 2016). No Brasil os
cultivos ainda séo incipientes. No estado de Mato Grosso houve incentivo ao cultivo
para silvicultura e um aumento significativo ocorreu entre os anos 2000 a 2010. De
acordo com a Cooperativa dos Produtores de Pau-de-Balsa, a espécie possuia em 2012
cerca de 7 mil hectares plantados.

Os plantios comerciais de pau-de-balsa, tanto no Brasil como no Equador, sdo
realizados com sementes oriundas de florestas nativas na ampla area de distribuicéo
natural da espécie, 0 que preserva uma amostra importante da diversidade genética
natural. Porém, segundo Behling et al. (2019) e Zambrano et al. (2019) a grande
variabilidade genética dos plantios pode gerar heterogeneidade de caracteristicas
silviculturais importantes como, por exemplo, altura de fuste e densidade da madeira.

De acordo com Maués e Oliveira (2010), o conhecimento dos processos
reprodutivos de espécies arboreas tropicais pode fornecer informacg6es importantes para
garantir a reproducdo e manutencdo da diversidade genética das espécies nas areas

manejadas como por exemplo nos cultivos da espécie O. pyramidale.
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A viabilidade do pdlen é considerada uma medida da fertilidade masculina.
Altas taxas de viabilidade polinica refletem em meiose e indice meidtico regulares,
indicando a potencialidade dos gendtipos e influenciando diretamente no sucesso da
fertilizacdo, segundo Cabral et al. (2013) e Zambrano et al. (2019).

A fertilidade das plantas depende da regularidade meidtica que pode ocorrer
durante a formacdo dos grdos de polen (Pereira et al., 2017). O indice meidtico é
resultado do estudo dos produtos pds-meidticos, observando-se a formacéo de tétrades
normais, triades, diades ou ménades que estdo diretamente relacionadas a regularidade
na meiose, logo, o indice meidtico é um dado complementar a analise meidtica, sendo,
portanto, um indicador de regularidade na meiose (Oliveira e Pierre, 2018).

O estudo e a caracterizacdo de grdos de pélen sdo essenciais para diferentes
areas, principalmente taxonomia, melhoramento genético, filogenia e paleobotanica
(Nunes et al., 2012). As caracteristicas morfologicas dos graos de polen como forma,
tamanho, nimero de aberturas e ornamentacdo da exina, sdo consideradas de valor
taxonémico porque permanecem constantes dentro da mesma espécie (Blackmore,
2007; Talledo et al., 2019). Informacdes a respeito da morfologia polinica de O.
pyramidale ndo foram encontradas, apenas um estudo realizado por Carreira et al.
(1995) com a espécie sindnima O. lagopus Sw cultivada no Parque do Museu Goeldi,
Pard, Brasil.

As analises citoquimicas dos gréos de pélen sdo muito utilizadas para avaliar a
presenca de substancias de reserva. Dados citoquimicos que evidenciem a presenca de
componentes de reserva especificos em grdos de pdlen sdo importantes para o
entendimento de aspectos ecoldgicos relacionados principalmente aos mecanismos de
polinizacdo (Dettke e Santos, 2011; Oliveira e Pierre, 2018).

Estudos acerca da biologia do pdlen de O. pyramidale como, por exemplo,
germinacdo, viabilidade e armazenamento, ainda sdo incipientes, como ja foi afirmado
por Zambrano et al. (2019). Diante disso e considerando a importancia econdmica e
ecologica da espécie, este trabalho objetivou avaliar aspectos morfologicos e
reprodutivos de O. pyramidale, a fim de gerar conhecimentos para planejamento de

programas de melhoramento genético e conservacgédo da espécie.
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MATERIAL E METODOS
Area de estudo e coleta do material vegetal
As coletas do material vegetal de O. pyramidale, flores e botdes florais em
varios estagios de desenvolvimento (Figura 1) foram realizadas em seis individuos, trés
em Sinop (SP01, SP02 e SP03), dois em Itatba (ITO4 e ITO5) e um em Alta Floresta
(AF06), municipios localizados no norte do estado de Mato Grosso (Figura 2).

Figura 1. Botbes florais de Ochroma pyramiale em diferentes fases de
desenvolvimento (A-B); flor de Ochroma pyramidale em antese (C).
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Figura 2. Localizagdo geografica dos municipios de Alta Floresta, Itauba e Sinop, Mato
Grosso, onde foram coletados os materiais vegetais de Ochroma pyramidale.

Os materiais vegetais coletados foram fixados em solucdo de alcool etilico

absoluto e acido acético glacial (3:1 v/v) no momento da coleta e transferidos para alcool
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70%, apos 24 horas, sendo mantidos sob refrigeracdo a 4°C até a utilizacdo para
avaliacdo dos produtos pos-meidticos, da morfologia do gréo de pdlen e viabilidade
polinica. As analises foram conduzidas no Laborat6rio de Genética Vegetal e Biologia
Molecular (GenBioMol) da Universidade do Estado de Mato Grosso (UNEMAT), Alta

Floresta, Mato Grosso, durante o més de fevereiro de 2019.

Diagnose morfoldgica

Para descricdo da morfologia de O. pyramidale realizou-se a coleta de folhas,
botbes florais, flores, frutos e sementes de trés individuos localizados em Sinop, MT. O
material foi levado ao CNMT (Herbario Centro-Norte-Mato-Grosso) da Universidade
Federal de Mato Grosso, para montagem das exsicatas e posterior descri¢cdo. O material
foi depositado sob o nimero de tombo: 9214. A ilustracdo boténica foi realizada no

Herbario VIC, da Universidade Federal de Vigosa, Vicosa, Minas Gerais, Brasil.

Morfologia do gréo de polen

Para analise da morfologia polinica utilizou-se 0 método de acetdlise proposto
por Erdtman (1943). As anteras dos botbes em pré-antese foram mantidas em
microtubos de 1,5 mL, contendo 1 mL de &cido acético, por 20 minutos. Apds este
periodo, o material foi centrifugado a 3.000 rotagfes por minuto, durante 5 minutos.
Posteriormente foi descartado o sobrenadante, ficando no microtubo somente os polens
que formaram um pellet. Posteriormente, acrescentou-se ao microtubo, sobre o pellet, 1
mL da solucdo acetOlica na proporcdo 9:1 (anidrido acético: acido sulfirico), para
promover a hidrélise acida nos grdos de polen e remover o conteddo celular, facilitando
a visualizacdo e reconhecimento da morfologia do pdlen.

Em seguida, os microtubos permaneceram em banho-maria por 10 minutos, a
100+2 °C. O material foi centrifugado a 3.000 rpm, durante 5 minutos. Posteriormente,
0 sobrenadante foi descartado, sendo acrescentado ao microtubo 1 mL de agua destilada
e 100 pL de alcool etilico absoluto, o material foi novamente centrifugado por 5 minutos
e 0 sobrenadante descartado. Acrescentou-se 1 mL de agua destilada e glicerina na
proporcdo de 3:1 deixando em suspensdo por duas horas. Apos este periodo, foram

confeccionadas laminas contendo duas gotas da amostra glicerinada para observacdo em
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microscopio oOptico na magnitude de 40x. Os polens foram fotografados utilizando
camera digital (Biocam) acoplada ao microscépio, com auxilio do sistema de captura de
imagens TsView 7 e posteriormente analisados e mensurados utilizando-se o programa
Anati Quanti 2® UFV (Aguiar et al., 2007).

As mensuragdes dos graos de pélen foram realizadas em fotos tiradas no mesmo
dia do preparo das laminas, evitando possivel dilatacdo (Salgado-Labouriau, 1973),
visto que os graos de pdlen tendem a aumentar o tamanho depois de submetidos ao
processo de acetolise (Faegri e Deuse, 1960). Além disso, evita-se o intumescimento e
alteracdes no tamanho dos polens. Essas alteragdes ocorrem devido & membrana externa
do grdo de podlen (exina) ser elastica e permitir que o pélen seja modificado de acordo
com seu grau de hidratacao (Salgado-Labouriau, 1973).

As mensuracdes foram realizadas em 25 (vinte e cinco) grdos de polen em vista
equatorial e 25 (vinte e cinco) grdos de pdlen em vista polar. Foram mensurados o
didmetro polar (eixo polar) e equatorial em vista equatorial (Figura 3A) (gréo de polen
perpendicular a vista polar), o diametro equatorial em vista polar (grdo de polen com a
area polar voltada para o observador) (Figura 3B), a espessura das camadas da exina

(sexina e nexina) e os diametros da abertura do pélen.

A B

v

0

Figura 3. llustragdo esquematica dos parametros medidos para caracterizagdo dos gréaos
de polen. A. Vista equatorial. B. Vista polar. Deq: diametro equatorial. Ep: eixo polar
(didmetro polar) em vista equatorial. A regido sombreada corresponde a abertura do tipo
poro.

A forma das aberturas foi determinada de acordo com a relacéo entre os dois

didmetros da mesma, de acordo com Erdtman (1952). As aberturas dos grdos de polen
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sdo classificadas como poro quando a relacédo entre os dois diametros for inferior a 2.
Por outro lado, aberturas do tipo colpo sdo aberturas alongadas cuja relacdo entre os dois
didmetros for superior a 2 e quando a abertura for a fusdo das duas formas é classificado
como colporo.

A classificacdo do tamanho dos gréos de polens foi baseada no comprimento do
maior eixo (Barth, 1964): muito pequenos (< 10 um), pequenos (10-25 um), medios (25-
50 pum), grandes (50-100 um), muito grandes (100-200 um) e gigantes (> 200 um).

Para classificar os grdos de polen de acordo com sua forma e simetria foi
utilizada a relagdo entre o eixo polar e o eixo equatorial (P/E) em vista equatorial,
segundo classificacdo de Erdtman (1952) demonstrado por Barth (1964), descrita na
Tabela 1.

Tabela 1. Classificacdo dos grdos de pdlen com base na razdo P/E (eixo polar/eixo
equatorial)

P/E Denominacéao

<0,50 Peroblato
0,50-0,75 Oblato
0,75-0,88 Suboblato
0,88-1,00 Oblato esferoidal .

) Subesferoidal

1,00-1,14 Prolato esferoidal
1,14-1,33 Subprolato
1,33-2,00 Prolato

>2,00 Perprolato

Os polens também foram classificados quanto ao indice de Area Polar (IAP)
proposto por Barth e Melhem (1988), dado pela relacéo entre as extremidades de duas

aberturas adjacentes e a maior largura do gréo de polen em vista polar (Tabela 2).
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Tabela 2. Classificacdo dos grdos de pdlen em relagdo ao Indice de Area Polar (1AP),
descrita por Barth e Melhem (1988)

Denominacéo Intervalo do I.A.P.
Sem éarea polar 0
Area polar muito pequena <0,25 (abertura muito longa)
Area polar pequena 0,25 - 0,50 (abertura longa)
Area polar grande 0,50 - 0,75 (abertura curta)
Area polar muito grande >0,75 (abertura muito curta)

As descri¢cdes polinicas e as terminologias adotadas foram baseadas nos
glossérios de Barth (1964) e de Barth e Melhem (1988). Para cada uma das mensuracdes
polinicas foi estimada a média, desvio padrdo da média, coeficiente de variacdo e

intervalo de confianca.

Indice meidtico

A estimativa do indice meidtico (IM) foi realizada para os seis individuos de O.
pyramidale. O preparo das laminas consistiu-se na maceracao de anteras provenientes
de botdes florais jovens, com auxilio do bastdo de vidro, sob a lamina de microscopia,
e posteriormente coloragdo com carmim acetico 2% (Radford et al., 1974). Foram
contabilizados 2400 produtos pos-meiéticos, sendo preparadas oito laminas e analisadas
300 células por lamina/individuo. Tétrades com quatro células de mesmo tamanho
foram consideradas normais e qualquer desvio (monade, diade, triade e poliade) foi
considerado como anormal. Para estimar o indice mei6tico (IM) utilizou-se a expressao

proposta por Love (1951) (1):

IM = Numero de produtos p6s meidticos normais

Numero total de produtos pé6s—meidticos anormais e normais

x 100 (1)

Onde:
IM = [(numero total de tétrades normais/nimero total de ménades + diades + triades +

tétrades + poliades)] x 100.

Os dados para indice meidtico foram submetidos a estatistica descritiva: média,
desvio padrdo da média, coeficiente de variacdo, com auxilio do programa Genes (Cruz,
2013). Os dados também foram submetidos a analise de variancia usando o modelo
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linear generalizado com distribuicdo binomial, com auxilio do programa R (R COR
TEAM, 2016).

Viabilidade polinica

A viabilidade polinica foi estimada para os seis individuos através de testes
colorimétricos utilizando dois corantes: carmim acético 2% (Radford et al., 1974) e
solucéo tripla de Alexander (Alexander, 1969).

No preparo das laminas, as anteras foram separadas e levemente maceradas sob a
lamina de microscopia, junto a uma gota do corante (carmim acético 2% ou reativo de
Alexander), aproximadamente 50uL, com auxilio de um bastdo de vidro. Para cada
corante foram preparadas 8 laminas por individuo, totalizando 2.400 polens
contabilizados por corante/individuo, pelo método de varredura, utilizando microscopio
binocular em magnitude de 400x.

O carmim acético apresenta coloracdo avermelhada para os polens viaveis, pois
o0 corante tem afinidade com o material genético no citoplasma (Pagliarini e Pozzobon,
2004). J& os graos de polen inviaveis sdo agqueles que ndo apresentaram coloracdo no
citoplasma. O reativo de Alexander apresenta coloracdo diferencial dos polens viaveis
e inviaveis devido a utilizacdo simultanea de dois corantes, o verde malaquita e a fucsina
acida, os quais apresentam dupla coloracdo. Segundo Alexander (1980), o verde
malaquita tem afinidade pela celulose presente na parede celular, corando-a de verde,
enquanto que o protoplasma é corado de violeta pela fucsina &cida, considerado pdlen
viavel. Dessa maneira, os grdos de poélen abortados coram-se de verde, por ndo
apresentarem protoplasma.

A viabilidade polinica foi estimada por meio da porcentagem de grdos de pdlen

viaveis obtidos pela equacéo (2):

Numero de grios viaveis

Viabilidade do pdlen (%) = x 100 2

Numero de grios contados
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Os dados para viabilidade polinica foram submetidos a analise de variancia
atraves do modelo linear generalizado indicado para dados com distribui¢do binomial,
utilizando o teste do qui-quadrado com auxilio do programa R (R CORE TEAM, 2016).

Citoquimica dos gréos de polen

A fim de constatar a presenca de substancias de reserva nos grdos de pdlen,
técnicas citoguimicas foram utilizadas de acordo com o protocolo de Baker e Baker
(1979). Anteras de botdes em pré-antese foram maceradas para a confeccdo das laminas
com os corantes Lugol (Baker e Baker, 1979) para constatar a presenca de amido e
Sudan IV (Dafni, 1992) para a presenca de lipidios.

Para o Lugol foram considerados graos de pdélen amido positivos, aqueles que
apresentaram coloracdo marrom/amarela, e graos de p6len amido negativos, aqueles que
ndo apresentaram coloracdo no citoplasma (Baker e Baker, 1979). A coloracdo dos
polens viaveis é possivel devido a uma reacdo quimica que acontece entre 0 iodo e
moléculas de amido (Pagliarini e Pozzobon, 2004). Em relacdo ao Sudan IV foram
considerados lipidio positivos os grdos de polen corados em vermelho e lipidio
negativos os que nao apresentaram coloracao (Dafni, 1992).

Foram preparadas 8 laminas por corante, contabilizando 300 gréos de
polen/lamina, totalizando 2.400 polens contabilizados por corante. Para cada corante foi
estimada a porcentagem de gréos de pdlen corados, ou seja, aqueles que se apresentaram
positivos para presenca de amido e lipidio, e assim, definir a substancia de reserva do

polen.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Diagnose morfologica
A diagnose morfologica de O. pyramidale foi realizada para auxiliar no estudo
dos aspectos reprodutivos, principalmente dos graos de pdlen da espécie. Os detalhes da
morfologia de O. pyramidale podem ser observados na ilustracdo botanica (Figura 4).

As arvores de O. pyramidale possuem folhas grandes, simples, inteiras, 3-5-
lobadas, palminérvias, ovais ou quase redondas de 15 a 35 cm de comprimento por 15 a
40 cm de largura, base cordada, esverdeadas, peciolos longos (Figura 4A) (Little e
Dixon, 1983; Lorenzi, 2008; Carvalho, 2010).

Os botdes florais nascem em pedunculos largos e grossos, localizados nas
extremidades dos ramos e desenvolvem-se em flores grandes, vistosas, bissexuadas, as
pétalas sdo alvas, carnosas de coloracdo branca ou esbranquicada; calice robusto, 5-
lobado, as sépalas unidas com indumento ferrugineo, podendo ser solitarias ou
terminais, de 10 a 20 cm de comprimento por 7 a 9 cm de didmetro (Figura 4B)
(Carvalho, 2010).

De acordo com Flora do Brasil 2020, a O. pyramidale apresenta estames
totalmente unidos em um tubo estaminal originando anteras anfractuosas de coloracao
amarela (Figura 4C-D e 5A). Ochroma lagopus possui 5 grandes estames, cujos
filamentos se torcem em espiral para formar uma coluna que circunda o gineceu e, na
superficie dos estames, encontram-se as numerosas anteras com dobras e l6bulos
septados transversalmente (Rao et al., 1954; L.ittle e Dixon, 1983).

A espécie possui ovario 5-locular com 6vulos numerosos (Figura 4G-H). Os
frutos sdo capsulas loculicidas, oblongoides, com 5 valvas, sublenhosas, acinzentados.
Os frutos quando abertos liberam uma pluma caracteristica da espécie (Figura 41). Entre
esta pluma estdo as pequenas e numerosas sementes (Figura 4J), que sdo amplamente

disseminadas pelo vento, gracas a sua aderéncia a pluma (Carvalho, 2010).
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Figura 4. llustracdo boténica de Ochroma pyramidale. A. Habito; B. Flor; C. Corte
longitudinal mostrando estigma (1) e anteras (2); D. Detalhe da margem das anteras com
polen; E. Corte longitudinal da base da flor; F. Detalhe do ovario; G. Corte longitudinal
da secdo do ovario; H. Corte transversal do ovario; I. Fruto aberto; J. Semente em duas

vistas.
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Morfologia do gréo de polen
Os grdos de polen de O. pyramidale estdo presentes em anteras anfractuosas de
coloracdo amarela localizadas em cinco estames, totalmente unidos em um tubo

estaminal, que se torcem em espiral e circundam o gineceu (Figura 5).

Figura 5. Botdo floral de Ochroma pyramidale. A. Corte longitudinal do bot&o floral de
onde o tubo estaminal foi retirado. B. Anteras de coloracdo amarela, onde os estames
estdo totalmente unidos (indicado pela seta) cobrindo o estigma.

Os polens de O. pyramidale sdo 3-porados (Figura 6A), apresentando 188,5 a
225,89 um de diametro equatorial e 157,9 a 183,2 um de eixo polar (Tabela 3). Segundo
Barth (1964), os polens de O. pyramidale sdo considerados gigantes, pois a medida do
eixo maior foi acima de 200 pm. As mensuragdes para eixo polar, eixo equatorial,
relacdo entre medidas dos eixos polar e equatorial, nexina e sexina foram superiores as
apresentadas por Carreira et al. (1995) em espécie sindbnima Ochroma lagopu Sw.

A abertura do grao de pélen, determinada de acordo com a relacdo entre 0s dois
diametros da mesma, foi inferior a 2, classificando-a como poro, de acordo com
Erdtman, (1952) (Figura 6B). O indice de area polar revela que a area polar é grande,
sendo assim, conforme classificagéo de Barth e Melhem (1988), as aberturas dos polens
séo consideradas curtas (Tabela 3). Gibbs e Ferguson (1987) afirmam que O. pyramidale

possue 0s poros de baixo-relevo, com tamanho de 8-10 pum.
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Figura 6. Morfologia polinica de Ochroma pyramidale. A. Detalhe na ornamentacéo
reticulada da exina (vista polar). B. Detalhe na abertura do polen (vista equatorial).
Barra=50 um.

O grédo de polen de O. pyramidale possui formato suboblato e simetria
radial/isopolar, segundo classificacdo de Erdtman (1952). Estes resultados corroboram
com Carreira et al. (1995) e com as descri¢es dos polens da familia Bombacaceae de
Salgado-Laboriau (1973).

Tabela 3. Medidas dos polens de Ochroma pyramidale submetidos ao método de
acetolise

Min-Max X * SX IC 95% CV

Medid
ealea (um) (1m) (1m) (%)

Diametro equatorial g 5122579 207332916 2032621054 4,42

(VE)
Eixo Polar (VE) 157.08-1832 168.3147.68 171.39-164.30 456
D'ame"(‘\)/le;;“ato“a' 2247517945 10477+1182 18952-1995  6.06
Nexina 2,17-4,74 3,40+0,65 3,11-3,06 19,27
Sexina 3,5-6,47 4,65£0.72 433494 1557
Exina 567-11.21  8,06+1.24 750-855  15.40
P/E 075-001 081004 0,79-0.83 5,91
IAP 056-071  0,66+0,03 0,65-0.67 4,58

X = média; sx: desvio padrdo da média; IC: intervalo de confianca a 95% de
probabilidade; CV(%): coeficiente de variacdo; VE: vista equatorial; VVP: vista polar;
P/E: razdo entre eixo polar e didmetro equatorial; IAP: indice de &rea polar.
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A exina dos polens tem espessura média de 8,06 um e apresenta em sua maioria
sexina (4,65 um) (Tabela 3). A ornamentacao da superficie da exina € do tipo reticulada
apresentando lumens poligonais (Figura 6A), em conformidade com estudos de Carreira
et al. (1995) e Gutiérrez e Mosquera (2016). A exina é a caracteristica morfologica do
polen essencial para identificacdo e separacdo de espécies (Salgado-Labouriau, 1973;
Blackmore et al., 2007; Taiz et al., 2017).

De acordo com Taiz et al. (2017), espécies de plantas polinizadas por insetos,
aves e mamiferos tendem a ter padrBes de exina altamente ornamentada, consistindo em
espinhos, ganchos ou projecdes filamentosas pegajosas. A polinizacdo de O.
pyramidale, segundo Reis e Filho (2011), € realizada principalmente por morcegos, fato
que explica a ornamentacédo reticulada da exina encontrada em seus graos de polen.

A técnica de acetdlise de Erdtman (1943) permitiu a visualizacdo da morfologia
polinica de O. pyramidale. Gutiérrez e Mosquera (2016) relataram a eficiéncia e rapidez
do método de acetdlise de Erdtman para visualizacdo dos grdos de poélen de O.
pyramidale provenientes de amostras fecais de morcegos polinivoros.

Zambrano et al. (2019) afirmam que o conhecimento sobre a biologia do pélen
de O. pyramidale é fundamental para o planejamento de cruzamentos controlados em
programas de conservacdo e melhoramento genético. Estes resultados sdo importantes
para auxiliar em estudos palinoldgicos da espécie, pois possibilitam a identificacdo

taxondmica.

Indice mei6tico

Os produtos pos-meidticos identificados em cada individuo encontram-se na
Tabela 4. As analises evidenciam que a maioria dos meidcitos, cerca de 97,7%,
encontram-se em estagio de tétrade (Figura 7A), indicando que o nivel de irregularidade
meiotica para a espécie é baixo. A anormalidade encontrada com maior frequéncia
consistiu em triades (1,75%) (Figura 7B e Tabela 4).

Os produtos pos-meidticos foram encontrados nos botbes florais de

comprimento entre 38,05-50,46 mm.
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Tabela 4. Produtos pos-meidticos e indice meidtico observados em seis individuos de
Ochroma pyramidale

Individuo Tétrades Moénades Diades Triades Poliades IM (%)
SPO1 2382 0 0 18 0 99,25 (0,84)
SP02 2381 2 6 10 1 99,21 (0,53)
SPO3 2360 7 16 17 0 98,33 (0,87)
ITO4 2358 15 11 16 0 98,21 (1,33)
ITO5 2386 0 0 14 0 99,42 (0,49)
AF06 2206 0 15 178 1 91,92 (3,68)
Total 14073 24 48 253 2 -
Média  2345,5 4 8 42,16 0,33 97,72
CV (%) 1,74

CV (%): coeficiente de variacdo. IM: indice meiotico. Entre parénteses: desvios em
torno da média.

A t B

Figura 7. Produtos pos-meioticos observados em Ochroma pyramidale. A. Tétrade
normal. B. Triade. Barra = 20 um.

Os seis individuos de O. pyramidale analisados apresentaram altos indices
meidticos (> 91%). A Figura 8 demonstra a média e a variacdo em torno da média para
0 indice meidtico de cada individuo. O individuo AF06 apresentou menor média em
relacdo aos demais (91,92%) e também apresentou maior variacdo em torno da média,
desvio padréo de 3,68. Os demais individuos apresentaram média proxima a 100% e

baixa variacéo, ou seja, o desvio padrdo variou de 0,49 a 1,33.
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Figura 8. Percentual médio e desvio padrdo do indice meiotico encontrados para cada
individuo de Ochroma pyramidale.

A formacdo de tétrades normais nos grdos de pdlen de O. pyramidale
demonstra alta estabilidade meidtica da espécie, visto que apresentou IM médio de
97,72%. De acordo com Love, (1951) plantas com IM superior a 90% possuem alta
estabilidade meidtica, o qual resulta na formacéo de tetrades.

Neste estudo produtos pds-meiodticos anormais como poliades, triades, diades
e monades foram encontrados, porém em baixa propor¢do. De acordo com Wang et
al. (2010) e Zhang et al., (2017), estas anormalidades sdo geralmente atribuidas ao
emparelhamento irregular de cromossomos na segregacdo, formacdo de fuso ou
citocinese que podem resultar na divisdo meidtica anormal. Essas anormalidades
meidticas levam a variacdes morfologicas e genéticas que causam ndo apenas a
evolucdo, mas também barreiras reprodutivas intraespecificas (Kaur e Singhal, 2019),
como a producdo de plantas atipicas, macho-estéreis ou incapazes de formar gréos de
polen, podendo prejudicar a obtencdo dos padrdes minimos exigidos para a producéo

de sementes assim como afetar a polinizagdo (Pozzobon et al., 2011).

Viabilidade polinica
Os testes colorimétricos utilizados (reativo de Alexander e carmim acético 2%)
para a avaliacdo da viabilidade polinica de O. pyramidale foram eficientes em distinguir

0s polens viaveis dos inviaveis, conforme demonstrado na Figura 9. Para o reativo de
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Alexander, os polens viaveis possuiam protoplasma e parede celular integras com
coloracdo violeta do protoplasma e contorno verde da parede celular. Os graos de polen
inviaveis e que, portanto, ndo possuiam protoplasma, apresentaram tonalidade
totalmente esverdeada (Figura 9A). Para o corante carmim acético 2%, os polens viaveis
também possuiam protoplasma e parede celular integras com coloracdo vermelha do

protoplasma, enquanto que os polens inviaveis ndo apresentavam coloracédo (Figura 9B).

A B

L »
Figura 9. Polens de Ochroma pyramidale. A. Coloracdo com reativo de Alexander. B.
Coloragao com carmim acético 2%. Polen viavel (V) e inviavel (IV). Barra=100 pm.

A andlise de variancia mediante os dados de viabilidade polinica de O.
pyramidale por meio de testes colorimétricos encontra-se na Tabela 5. Foi verificada a
diferenca estatistica a nivel de 1% de probabilidade entre os corantes utilizados para a
estimativa da viabilidade polinica e significanica a 5% de probabilidade entre os
individuos estudados. A anélise de variancia também demonstrou que ndo hé interacédo

significativa entre os corantes e individuos estudados.

Tabela 5. Resumo da analise de varidncia para a viabilidade polinica de Ochroma
pyramidale obtida por meio de testes colorimetricos

Fonte de Variagdo GL QM
Corantes 1 58,1*
Individuos 5 390,7**
Corantes x Individuos 5 67,4
Média 96,95%

GL: Grau de liberdade. QM: Quadrado médio para a variavel viabilidade polinica. ™,
*, **: ndo significativo, significativo a 5% e significativo a 1%.
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As médias de viabilidade polinica de cada individuo mediante coloracdo com
carmim acético 2% e o reativo de Alexander encontram-se na Tabela 6. As analises
realizadas com o corante carmim acético revelam que 96,16% dos grdos de pdlen
avaliados encontravam-se viaveis. Do mesmo modo, o teste colorimétrico com
Alexander mostrou uma viabilidade polinica de 97,72% (Tabela 6).

O individuo IT04 apresentou a menor média de polens viaveis, porém, todos os
individuos apresentaram médias superiores a 92,71%, indicando alta porcentagem de
polens viaveis (Tabela 6). Em estudo realizado com Eugenia involucrata (cerejeira-do-
mato), Oliveira e Pierre (2018) encontraram viabilidade polinica superior a 95% em
todos os testes colorimétricos (carmim acético 2% e reativo de Alexander). Altas
porcentagens de grdos de pdlen viaveis, superiores a 95% foram encontradas em
Bertholletia excelsa (Castanha-do-Brasil), em coloragédo com o reativo de Alexander e

carmim acético 2% (Santos et al., 2015).

Tabela 6. Percentual de polens vidveis de Ochroma pyramidale quando submetidos a
coloragdo com carmim acético e reativo de Alexander

Viabilidade polinica (%o)

Individuo ] . ]
Carmim acético 2% Reativo de Alexander

SP0O1 98,54 (0,90) 98,83 (1,08)
SP02 94,92 (4,43) 98,38 (0,70)
SP03 94,04 (3,10) 97,92 (0,83)
ITO4 92,71 (5,54) 93,54 (3,20)
ITO5 97,33 (0,83) 99,04 (0,54)
AF06 99,42 (0,33) 98,58 (0,41)

Média (%) 96,16 97,72

CV (%) 4,78 2,7

CV: coeficiente de variacdo. Entre parénteses: desvios em torno da média.

Para Diegues et al. (2015), por meio da estimativa da viabilidade polinica, é
possivel obter correlacBes com irregularidades meidticas, gerando informacdes que
possam auxiliar na selecdo do material genético e fazer inferéncias sobre a eficiéncia
dos cruzamentos. A alta viabilidade polinica encontrada nos individuos de O.

pyramidale estd de acordo com o alto valor de indice meiético observado, demonstrando
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que a espécie possui estabilidade e regularidade meiotica, 0 que sugere padréo
reprodutivo normal. Estes resultados estdo de acordo com estudo de Zambrano et al.
(2019) que estimaram a viabilidade polinica de O. pyramidale atraves da técnica de
germinacdo in vitro e concluiram que a espécie apresenta alta taxa de viabilidade
polinica, uma vez que em nenhum dos individuos foi observada a prevaléncia de gréos
de pdlen estéreis/inviaveis.

Na figura 10 estdo representados os percentuais médios da viabilidade polinica
e 0 desvio padrdo em torno da média por individuo de O. pyramidale para os dois
corantes utilizados. Os desvios em torno da média variaram de 0,33 a 5,54 para o corante
carmim acético 2% e de 0,70 a 3,20 para o reativo de Alexander (Tabela 6). Os maiores
desvios para a viabilidade dos polens com o corante carmim acético 2% foram
encontrados nos individuos SP02, SP03 e IT04, enquanto que para a Viabilidade
estimada através do reativo de Alexander, o maior desvio foi encontrado para o
individuo 1TO4.
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Figura 10. Percentual médio e desvio padrédo da viabilidade polinica de cada individuo
de Ochroma pyramidale, por meio de teste colorimétrico com carmim acético 2% e
reativo de Alexander.
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A utilizacdo do reativo de Alexander para coloracdo dos polens revelou maior
porcentagem de viabilidade polinica e menor coeficiente de variacdo (CV), em
comparacdo com a coloragdo com carmim acético, o que demonstra boa precisdo

experimental (Figura 11).
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Figura 11. Percentual médio e desvio padrdo da viabilidade polinica de Ochroma
pyramidale utilizando os corantes carmim acético 2% e reativo de Alexander.

Outros autores também relataram alto percentual de viabilidade polinica em
diferentes espécies utilizando o reativo de Alexander (Santos et al., 2015; Hister e
Tedesco, 2016; Arenas-de-Souza et al., 2016; Braga et al., 2018; Santos et al., 2019).
Isto se deve, basicamente, porque o reativo de Alexander facilita a distingdo entre graos
de polens viaveis e inviaveis. Os grdos de polen abortados ndo possuem o nucleo e
apenas a celulose contida na parede apresentara coloracdo (Munhoz et al., 2008). Em
vista disso, sugere-se a sua utilizacdo para estimar a viabilidade polinica de O.
pyramidale, em trabalho rotineiro no laboratério, pois além de eficaz € uma técnica
rapida e de facil visualizagdo.

Neste estudo, observou-se alta regularidade meidtica através da estimativa do
IM e alta viabilidade polinica dos grdos de polen de O. pyramidale. Estes resultados
corroboram com Lima et al. (2016) que afirmam que a regularidade na meiose gera
como resultado um alto percentual de tétrades normais e consequentemente alta

viabilidade polinica.
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Citoguimica dos graos de pélen

Os corantes Lugol e Sudan IV foram eficientes em detectar as substéncias de
reserva, amido e lipidio, respectivamente, em grdos de polen de O. pyramidale. Foram
encontrados em média 98,63% dos polens de coloracdo marrom/amarela através do
corante Lugol, o que revela amido como substéncia de reserva (Figura 12A). Enquanto
que para o corante Sudan IV foram encontrados 98,57% de gréos de polen com
coloracdo avermelhada, indicando que os polens também possuem lipidios como

substancias de reserva (Figura 12B).

Figura 12. Gréos de p6len de Ochroma pyramidale submetidos a diferentes métodos de
coloracdo para analise da composicdo quimica. A. Grdo de pdlen amido-positivo
(coloragdo marrom/amarela). B. Grdo de pdlen lipidio-positivo (coloracdo
avermelhada). Barra= 20 pum.

Alguns autores relataram a importancia das substancias de reserva nos graos de
polen. Pacini et al. (2006) relatam que a presenca de amido, como substancia de reserva,
auxilia na manutencdo da viabilidade do grdo de pdélen, visto que o amido pode ser
convertido em glicose, frutose, sacarose e pectinas que aumentam a sua resisténcia em
ambientes hostis, bem como auxiliam na germinacao do tubo polinico, o que pode ter
contribuido para a alta viabilidade encontrada neste estudo. Os lipidios promovem
melhor aderéncia dos graos as anteras e ao estigma, possuindo funcédo de protecédo contra
desidratacdo e radiacdo UV, conforme Pacini e Hesse (2005), o que tambem pode
influenciar positivamente na viabilidade do grédo de poélen.

Alguns autores afirmam que o tipo de substancia de reserva esta ligado as

estratégias ecoldgicas das espécies, como a relacdo com os tipos de polinizadores
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(Dettke e Santos, 2011; Oliveira e Pierre, 2018). A presenca de amido e lipidio nos gréos
de pélen de O. pyramidale pode estar relacionada a polinizacdo de suas flores. Reis e
Filho (2011) afirmam que O. pyramidale possui flores polinizadas principalmente por
morcegos que estdo a procura de néctar. Os lipidios podem fornecer uma recompensa
comestivel para os polinizadores, de acordo com Pacini e Hesse (2005) e, além disso, as
visitas florais por morcegos podem ocorrer associadas ao consumo de pdlen, recurso
rico em nutrientes como aminoéacidos, polissacarideos, lipidios, vitaminas e proteinas
(Mancina e Gerardo-Herrera, 2010; Buzato et al., 2012; Teixeira et al., 2014).

As substancias de reserva, amido e lipidio, encontradas nos graos de polen de
O. pyramidale neste estudo corroboram com os estudos compilados de Willmer, (2011)
em espécies de pinus e carvalho, onde apontam que além de amido (0%-22%) e lipidio
(1%-18%), os polens podem ter constituicdo proteica (2,5%-61%), vitaminas (<1%),

agua (5%-50%) e outros componentes essenciais de células vivas em geral.
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CONCLUSOES

O. pyramidale possui estames totalmente unidos em um tubo estaminal
originando anteras anfractuosas de coloracdo amarela que produzem polens de formato
suboblato, trés aberturas do tipo poro e exina com ornamentacdo reticulada. A andlise
citoquimica indicou amido e lipidio como principais substancias de reserva nos graos
de pdlen da espécie.

A regularidade meidtica e a producdo de gametas viaveis encontradas nos
individuos de O. pyramidale sdo aspectos diretamente associados a reproducdo e
manutencdo da espécie. Todos os individuos avaliados por meio de analise citoldgica
apresentaram estabilidade na producdo de gametas e, portanto, podem ser utilizados para
producéo de sementes.

Os dados gerados no presente estudo poderdo ser Uteis para auxiliar na
identificacdo taxonémica e em estudos relacionados a ecologia e polinizacao da espécie,
visto que a mesma possui ampla distribuicdo e problemas taxonémicos sdo
frequentemente relatados. Além disso, tais dados poderdo fornecer informacGes
auxiliares em futuros programas de melhoramento genético e em trabalhos que

envolvam diferentes estratégias de conservacdo da espécie.
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4.2 CAPITULO 2

DIVERSIDADE GENETICA DE Ochroma pyramidale (Cav. ex Lam. Urb.,
Malvaceae) CULTIVADO NO SUL DA REGIAO AMAZONICA

INTRODUCAO

O pau-de-balsa (Ochroma pyramidale Cav. ex Lam. Urb.) é uma espécie
florestal de ampla distribuicdo, abrangendo a Amazonia brasileira, Venezuela,
Colémbia, Equador, Peru, Bolivia, incluindo Antilhas e México (Aikman, 1955;
Francis, 1991; Ledo et al., 2008; Carvalho, 2010). A importancia econdmica da espécie
esta relacionada a caracteristica da madeira de cor clara e baixa densidade, ideal para a
fabricacdo de compensados (Midgley et al., 2010).

O pau-de-balsa apresenta também importancia ecolégica, podendo ser utilizado
em plantios para recuperacdo de areas degradadas e de preservacdo permanente, em
consorcios florestais e agroflorestais, devido ao rapido crescimento e tolerancia a
radiacdo (Costa et al., 2012; Santos et al., 2014; Cunha et al., 2016; Gomes e Reis,
2018). De acordo com Reis e Filho (2011), a espécie tem sido cultivada no Brasil como
atividade de valor econdémico e, ha alguns anos, vem ganhando importancia no estado
de Mato Grosso.

Os plantios comerciais de pau-de-balsa, no estado de Mato Grosso, se
caracterizam pela elevada variabilidade genética, devido ao uso de sementes oriundas
da ampla area de distribuicdo natural da espécie (Weirich et al., 2008; Behling et al.,
2019), o que gera a heterogeneidade fenotipica das arvores e grande descontentamento
dos silvicultores. O sucesso de um programa de melhoramento florestal depende da
variabilidade genética que permite a manipulacdo e selecdo de genotipos superiores,
selecéo de procedéncias e selecdo individual dentro das populagdes-base combinando
caracteristicas desejaveis e mantendo a variabilidade genética (Golle et al., 2009;
Paludzyszyn Filho e Santos, 2011; Silva et al., 2018; Miranda et al., 2019). A diferenca
de uma populagdo em processo de melhoramento para uma populacdo comercial é
exatamente o grau de variabilidade que cada uma apresenta. No caso da populacdo

comercial, quanto menor a variabilidade, maior ser4 a uniformidade do plantio,
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facilitando a colheita da madeira e gerando produto final de qualidade (Souza et al.,
2010).

Espeécies florestais com ampla distribuicdo geogréafica natural apresentam, de
maneira geral, alta variabilidade genética distribuida entre e dentro das populac6es
conforme Hamrick, (2004) e Nybom, (2004). Grupos de individuos da mesma espécie,
quando estabelecidos em diferentes regides, com caracteristicas ambientais proprias,
tendem a diferenciar-se geneticamente em forma de populacGes (Biernaski et al., 2012).
O conhecimento da variabilidade genética das populacbes é de grande valia para
programas de conservacdo e melhoramento genético das espécies.

Uma das formas de detectar a variabilidade genética € a caracterizacdo
molecular que permite, a partir de marcas genéticas ou polimorfismos, inferir sobre o
grau de diversidade entre e dentro de populagdes (Sartoretto e Farias, 2010; Costa et
al., 2011; Juetal., 2018). Dentre os marcadores moleculares disponiveis, 0s ISSR (Inter
Simple Sequence Repeats) sdo ferramentas importantes para a anélise da diversidade
genética entre e dentro de populacdes de espécies selvagens e cultivadas (Uysal et al.,
2010; Souza et al., 2016). Estes marcadores sdo eficientes por apresentar alta
reprodutibilidade, possuem baixo custo e ndo necessitam de conhecimento prévio do
genoma da espécie em estudo (Santos et al., 2011; Ng e Tan, 2015; Costa et al., 2015).

Estudos de diversidade genética em arvores tropicais revelam a eficiéncia dos
marcadores moleculares ISSR em detectar polimorfismos, tais como Hymenaea
courbaril L (Jatoba) (Rocha et al., 2017), Protium heptaphyllum (Almecegueira)
(Freire et al., 2019), Tectona grandis (Teca) (Chimello et al., 2017), Bertholletia
excelsa (Castanha-do-Brasil) (Ramalho et al., 2016).

Estudos que relatam a diversidade genética e a estrutura populacional de O.
pyramidale ainda ndo estdo disponiveis na literatura. Essas pesquisas sdo importantes,
pois, de acordo com Costa et al. (2015) e Rocha et al. (2017), o conhecimento da
diversidade genética de espécies nativas auxilia na identificacdo de arvores matrizes
com maior variabilidade genética que podem fornecer sementes para programas de
conservacdo e melhoramento genético da espécie.

Apesar das potencialidades do pau-de-balsa, ndo ha disponibilidade de material

geneticamente melhorado e selecionado para as condi¢bes ambientais de Mato Grosso.
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Neste sentido, o presente estudo objetivou caracterizar a diversidade genética de trés
populacdes de O. pyramidale, estabelecidas em &rea de floresta plantada no sul da

regido Amazonica, Guaranta do Norte, MT, por meio de marcadores moleculares ISSR.
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MATERIAL E METODOS

Area de estudo

A éarea de estudo localiza-se no municipio de Guaranta do Norte, Mato Grosso,
que possui clima do tipo tropical chuvoso conforme classificagdo de Koppen, com
nitida estacéo seca de 4 a 6 meses, temperaturas médias de 25 °C, altitude média de 345
m e media anual de precipitacdo de 2.000 mm (Souza et al, 2013).

A amostragem de Ochroma pyramidale foi realizada em trés populacGes
cultivadas em &rea experimental mantida pela Embrapa Agrossilvipastoril, onde foram
escolhidas 20 arvores e enumeradas sequencialmente, populacdo Pascoa: 1 a 20;
populacdo Cavanis: 21 a 40 e populacdo Alianca: 41 a 60. As populagdes estdo
distanciadas geograficamente: Pascoa - Cavanis (4,5km); Pascoa — Alianca (10km);

Cavanis e Alianca (8,5km) (Figura 1).

A

1:650000
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I .
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Figura 1. Localizacéo geografica das populacdes de Ochroma pyramidale em Guaranta
do Norte, Mato Grosso, Brasil.
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As areas de estudo apresentaram inicio das atividades agropecuarias na década
de 80 com a remocdo da vegetacdo nativa e instalagédo de pastagem para manejo de
bovinos de corte. Em 2003 foi semeada soja com devida correcdo e adubacdo do solo.
Em 2004 retornou-se a pecuaria com pastagem Brachiaria brizantha cv para producéo
de leite que se manteve por 6 anos. Em 2011 foi instalado um experimento com objetivo
de avaliar o efeito da adubacdo em diferentes espacamentos sobre o crescimento e
producdo das arvores de pau-de-balsa.

Nas localidades designadas Pascoa e Seminario Cavanis 0 experimento foi
instalado utilizando-se mudas de pau-de-balsa do viveiro da empresa Compensados Séo
Francisco, Guarantd do Norte, MT. As sementes para a producdo dessas mudas foram
coletadas em plantios do norte do estado de Mato Grosso, dominio fitogeografico da
amazonia brasileira, regido de distribuicdo natural de pau-de-balsa. Na populacéo
designada Alianca as sementes foram coletadas em plantios do Equador e as mudas
cultivadas pelo viveiro Flora Sinop em Sinop, MT. Na composic¢ao das populagdes as
sementes foram adquiridas sem critério de selecdo de matrizes, ndo havendo

informacdes sobre a quantidade de matrizes e a base genética das mesmas.

Caracterizacgao fenotipica

Nas arvores amostradas para o estudo de diversidade genética foram também
tomadas medidas de importancia econémica, que sdo a altura comercial (Hc) e o
didmetro na altura do peito (DAP). A altura comercial (Hc) foi definida como a medida
entre a superficie do solo e a base da trifurcacdo do tronco principal da arvore, estimada
em metros utilizando hipsémetro digital (Vertex®). Para a circunferéncia do caule foi
utilizado como ponto de avaliagéo a altura de 1,3 m da superficie do solo, primeiramente
foi mensurada, em centimetros, a circunferéncia na altura do peito (CAP), utilizando fita

métrica, para posteriormente obter o DAP atraves da formula (1):

CAP
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Coleta, extragéo e quantificacdo do DNA

Foram coletadas 5 folhas jovens de cada individuo para extracdo de DNA. O
material foliar foi conservado em silica gel, acondicionado em sacos plasticos e,
armazenado em freezer - 20°C até o momento da extracdo do DNA.

O DNA foi extraido do tecido foliar com base no protocolo de CTAB (brometo
de cetiltrimetilamonio) proposto por Doyle e Doyle (1987) com modificacdes para a
espécie descritas por Zanetti et al. (2019a). As modificagdes consistiram em utilizar o
CTAB na concentracdo de 4% e realizar a maceracdo automatizada através do
equipamento TissueLyser Il, QIAGEN. As analises moleculares foram realizadas no
Laboratério de Fitoquimica e Biologia Molecular da Embrapa Agrossilvipastoril,
situado em Sinop, Mato Grosso.

Para avaliar a qualidade e integridade do DNA extraido foi realizada a
eletroforese em gel de agarose 1%, a 60V e, corado com GelRed (Biotium, Hayward,
CA, USA). Os géis foram analisados em transiluminador sob luz ultravioleta e
fotodocumentados. Ja a concentracdo de DNA foi determinada por espectrofotometria,
em nanogramas, utilizando Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). As amostras foram

diluidas até atingirem a concentracdo de 10 ng/pL.

Amplificacéo dos locos ISSR

Inicialmente foram realizados testes de amplificacdo de O. pyramidale com 24
primers ISSR desenvolvidos pela University of British Columbia (UBC). Com base na
intensidade, polimorfismo e repetitividade das bandas foram selecionados 15 primers
para o estudo da diversidade genética dos 60 individuos.

As reacOes de amplificacdo (PCR) foram realizadas em termociclador Thermal
Cycler, modelo T100, em um total de 35 ciclos. As etapas de amplificacdo foram as
seguintes: 4 min a 94°C (desnaturacdo inicial); 35 ciclos de 30 segundos a 94°C
(desnaturacgéo); 35 segundos na temperatura de anelamento de cada primer; 2 min a 72°C
(elongacédo) e 7 min a 72°C (extensdo final). A temperatura de anelamento variou de
acordo com o primer utilizado (Tabela 1). Cada reagao de 15 uL. de PCR continha 1x
tampéo de PCR (10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl»), 0,25 uM de cada
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dNTP, 0,3 uM de cada primer, 0,05 U de Tag DNA Polimerase e agua Mili-Q® para
completar o volume final.

Os produtos de amplificagdo foram separados por eletroforese em gel de agarose
1,5%, com tampdo de corrida TAE 0,5X, em cuba horizontal modelo A6 (Thermo
Scientific®) sob voltagem constante de 60 V por aproximadamente seis horas.

A confirmacéo da amplificacdo dos produtos da PCR foi realizada a partir da
aplicacéo das reacdes em gel de agarose 1,5%, a 60V, corado com GelRed (Biotium,
Hayward, CA, USA). Os geis foram visualizados em transiluminador sob luz

ultravioleta e fotodocumentados.

Anélise dos fragmentos amplificados

A partir da analise dos géis fotodocumentados, uma matriz binaria (0/1) foi
elaborada, considerando presenca (1) e auséncia (0) dos fragmentos amplificados. Os
dados foram obtidos pela avaliagdo visual das bandas nos 60 individuos estudados. Um
locus foi considerado polimdrfico se uma banda consistente estivesse presente em um
ou mais individuos da populacdo, mas ndo em todos. Como o marcador ISSR é
dominante, assumiu-se que cada banda representa o fendtipo em um loco bi-alélico
(Williams et al., 1990; Gomes et al., 2011).

Andlises descritivas dos dados incluindo nimero total de bandas (NTB),
namero de bandas polimorficas (NBP), porcentagem de polimorfismo (%P) e Contetdo
de Informacdo Polimorfica (PIC) também foram realizadas. Posteriormente, os dados
da matriz de presenca/auséncia foram submetidos a analises populacionais por meio de

softwares estatisticos.

Porcentagem de Polimorfismo
A partir da matriz binéria foi calculada a porcentagem de polimorfismo obtida

com cada primer utilizado, por meio da equagéo 2:

P=22x100 (2
ntb

Onde P corresponde a porcentagem de polimorfismo; nbp ao nimero de bandas

polimorficas; e ntb ao numero total de bandas.
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Conteudo de Informacao Polimdrfica
O PIC (Conteudo de Informagdo Polimorfica) ou informatividade de cada
primer foi calculado conforme a seguinte equacdo 3, proposta por Anderson et al.
(1993):
PIC; =1—-37, P (3)

Onde Pij é a frequéncia do alelo "j" no marcador "i" (a soma se estende por todos 0s
alelos). O célculo foi baseado no nimero de alelos detectados por marcador para um
determinado loco e a frequéncia relativa de cada alelo no conjunto dos 60 individuos
analisados. O valor do PIC varia de "0", para perfis monomorficos, até "1", para perfis

altamente polimorficos.

Diversidade genética

A partir da andlise da matriz binaria de presenca e auséncia, foram estimados o
namero de alelos observados (Na), numero de alelos efetivos (Ne), numero de locos
polimérficos (NLP), porcentagem de polimorfismo para cada uma das populagdes, bem
como para a espécie O. pyramidale. As diversidades genéticas das populacGes
estudadas, assim como para a espécie O. Pyramidale, foram estimadas pelo indice de
diversidade genética de Nei (He) (Nei, 1978) e o indice de diversidade de Shannon (1)
(Lewontin, 1972), utilizando o programa POPGENE 1.32 (Yeh et al., 2000).

Indice de Jaccard

A comparagdo genética entre os pares de individuos foi estimada por meio do
indice de dissimilaridade baseado na complementaridade do coeficiente de Jaccard
(equacdo 4), utilizando-se o programa Genes (Cruz et al., 2013). Esse coeficiente
consiste na comparacdo do numero de presencas de bandas iguais e 0 nimero total de
bandas amplificadas, excluindo o nimero de auséncias conjuntas (Meyer et al, 2004).

Djy=1-5; (4)

Onde:

s - a
U a+4+b+c
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Em que ‘a’ equivale ao niumero de casos em que ocofre a presenca da banda em
ambos os individuos; ‘b’ a0 nimero de casos em que ocorre a presenga da banda
somente no individuo 1; ‘c’ ao nimero de casos em que ocorre a presenca da banda

somente no individuo j.

Analise de agrupamento e estrutura populacional

A matriz gerada pelo coeficiente aritmético do indice de Jaccard foi utilizada
na analise de agrupamento dos 60 individuos avaliados por meio de trés métodos
hierarquicos: Unweighted Pair-Group Method Average (UPGMA), Vizinho mais
Proximo ou Ligacdo Simples (SL) e WARD. Para cada método foi estimado o
coeficiente de correlacdo cofenética (CCC), estresse e distor¢do, e a partir desses dados
selecionou-se 0 método de agrupamento mais consistente no ajuste entre a matriz de
disténcia e o dendrograma. O ponto de corte para o dendrograma obtido foi estabelecido
pelo método proposto por Mojena (1977), cuja formula é descrita como Pc = m + kdp,
com valor de k = 1,25.

No método UPGMA os individuos sdo agrupados aos pares, utilizando-se
médias aritméticas da dissimilaridade. O dendrograma prioriza 0s gen6tipos com maior
similaridade, e as distancias entre um individuo em grupo formado pelos individuos i e

J sdo calculadas pela equacéo 5:

média{dik+djk}=(dik+djk)
2

d(iHk = )

Onde, d(ij)k = distancia média entre o grupo ij e o individuo k; dik = distancia entre o0s
individuos i e k; djk = distancia entre os individuos j e k.

A matriz gerada também foi utilizada para o agrupamento dos individuos pelo
método de otimizacdo de Tocher. Todas as analises descritas acima foram realizadas
com auxilio do programa Genes (Cruz, 2013).

A anélise de variancia molecular (AMOVA) foi utilizada para inferir sobre a
estrutura genética das populacbes por meio da decomposicao total nas componentes
entre e dentro de populacBes, com auxilio do programa GenAlEx (Peakall e Smouse,
2012).
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O programa “Structure” (Pritchard et al., 2000), baseado em estatistica
bayesiana foi utilizado para inferir o nimero de grupos ou clusters (K) nos quais 0s
individuos estdo estruturados. O nimero de grupos estabelecidos foide K=1aK =6¢,
a definicdo do K mais provavel foi realizada segundo os critérios propostos por Evanno
et al. (2005). Para cada valor de K foram realizadas 20 corridas com 200.000 interagdes
iniciais (“burn-ins”) e 500.000 simulagdes de Monte Carlo via Cadeias de Markov
(MCMC). As analises foram realizadas usando o software STRUCTURE HARVESTER
(Earl e Vonholdt, 2012).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os iniciadores ISSR utilizados apresentaram um padrdo de amplificagdo com
bandas nitidas e bem definidas. Como exemplo destaca-se o perfil eletroforético de 15

individuos de O. pyramidale com o primer UBC 810 na Figura 2.

) S Ol S — — — s — W—

Figura 2. Perfil eletroforético das reacbes de PCR de 15 individuos de Ochroma
pyramidale utilizando o primer UBC 810. M1 = marcador de 100 pb e M2 = marcador
de 1 Kb.

Os 15 primers de ISSR utilizados, amplificaram 111 fragmentos dos quais 108
foram polimorficos. A quantidade de fragmentos polimorficos variou de 3
(DICAS5’CRI1) a 12 (UBC 811), com média de 7,2 bandas por primer. Os iniciadores
utilizados revelaram um total de 97,3% de polimorfismo. Com excecdo dos primers
UBC 835 e UBC 866, todos os primers revelaram 100% de polimorfismo. Os valores
para 0 Conteudo de Informacéo Polimorfica (PIC) variaram de 0,35 a 0,87 com meédia
de 0,70 (Tabela 1).

Para Botstein et al. (1980) o valor do PIC varia de 0 a 0,25 para marcadores que
sdo considerados pouco informativos, de 0,25 a 0,5 para marcadores moderadamente
informativos e acima de 0,5 para marcadores que apresentam alto contetido informativo,
sendo desejaveis os locos com muitos alelos e PIC proximo a 1. Estes valores auxiliam
na classificagdo dos primers conforme a eficiéncia na deteccdo do polimorfismo,
servindo de parametro para a selecdo dos primers (Costa et al., 2015). Assim, no
presente estudo, pode-se considerar que a eficiéncia dos primersem indicar

polimorfismo entre dois individuos € alta.
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Tabela 1. Iniciadores utilizados, temperatura de anelamento (TA°C) namero total de
bandas amplificadas (NTB), nimero de bandas polimoérficas (NBP), porcentagem de
polimorfismo (%P) e conteudo de informacédo polimorfica (PIC) para trés populacdes
de Ochroma pyramidale

Primer TA (°C) NTB NBP %P PIC
UBC 808 - DiIAG3°C 48.8 9 9 100 0,72
UBC 809 - DiAG3’G 48.2 6 6 100 0,67
UBC 810 - DiGA3’T 42.9 8 8 100 0,71
UBC 811 - DiGA3’C 43.8 12 12 100 0,60
UBC 817 - DiCA3’A 50.3 8 8 100 0,85
UBC 825 - DiIAC3’T 51.4 6 6 100 0,77
UBC 828 - DiTG3’A 51.3 9 9 100 0,87
UBC 835- DiAG3’YC 50.2 7 5 71,42 0,63
UBC 842 - DiGA3’YG 48.8 8 8 100 0,81
UBC 861 - TriACC 60.6 4 4 100 0,62
UBC 866 — TriCTC 55.7 7 6 85,71 0,84
UBC 889 - DiIAC5’DBD 50.1 8 8 100 0,82
UBC 890 - DiGT5’VHV 52.2 8 8 100 0,78
DiCAS5’CR 58.8 3 3 100 0,50
DiGAS5’CR 50.2 8 8 100 0,35

Total 111 108 97,30 -
Media 7,4 7,2 - 0,70

UBC: University of British Columbia. *Y =(Cou T); R=(Aou G); V = (A, Cou G);
H=(A,CouT);N=(A,G,CouT);D=(A,GouT)eB=(C,GouT).

A alta porcentagem de polimorfismo encontrada neste estudo (97,3%) pode ser
comparada com estudos realizados em outras espécies arbdreas tropicais de mesma
familia e subfamilia de O. pyramidale, Bombacoideae-Malvaceae. Said et al (2013)
estudando a diversidade genética entre Bombax ceiba, Ceiba pentandra e Ceiba
speciosa, através de inciadores RAPD, encontraram 88,41% de locos polimorficos. Em
estudos com variedades da espécie Durio zibethinus Siew et al. (2018) relataram alto

polimorfismo (91,73%) dos vinte primers ISSR utilizados.
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O indice de diversidade genética de Nei (He) para a espécie O. pyramidale, foi
de 0,32, com numero de alelos observados (Na) de 1,97, e os alelos efetivos (Ne) de
1,54. O indice de Shannon (l) atingiu o valor de 0,48 e a porcentagem de polimorfismo
foi de 97,3% (Tabela 2). Os maiores valores para He e | foram encontrados na populacéo
Cavanis (0,26 e 0,40, respectivamente). Esta populacdo também apresentou 0s maiores
valores de Na (1,85), Ne (1,43) e %P (85,59%).

A porcentagem de polimorfismo (%P) para cada populacdo foi menor do que a
estimada para a espécie, pois houve reducdo no numero de locos polimorficos (NLP)
(Tabela 2), sugerindo a existéncia de alelos exclusivos no material genético dos
individuos que podem estar associados as diferentes origens das sementes que compdem
cada uma das populacdes, Pascoa e Cavanis provenientes da amazoénia brasileira e
Alianca originaria do Equador.

A presenca de alelos exclusivos nas populacGes é considerada um indicativo
fluxo génico restrito, 0 que pode levar a um aumento da divergéncia genética e indica
certa diferenciacéo entre as populagoes (Seoane et al., 2000; Kageyama et al., 2003). A
presenca de alelos exclusivos é um indicativo de diversidade genética a ser explorada
(Alves et al., 2013), exemplificando a alta diversidade genética encontrada para as

populacdes de O. pyramidale.

Tabela 2. Numero de individuos (N) e parametros genéticos para as trés populacdes de
Ochroma pyramidale

Populagdo N Na Ne NLP %P He I
Pascoa 20 (é:ﬁ) (ézgé) 87 7838 (gﬁg) (82;)
Cavanis 20 (ézgg’) (é:gg) 95 85,59 (gﬁg) (8:;(2))
L I R R
Espécie 60 (3%) (éjig) 108 97,30 (gig) (gig)

N: NUmero de individuos; Na: Numero de alelos observados; Ne: NUmero de alelos
efetivos.; NLP: Numero de locos polimorficos; %P: Porcentagem de polimorfismo; He:
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Diversidade génica de Nei (1978); I: Indice de diversidade génica de Shannon. Os
nameros entre parénteses representam o desvio-padrao.

Os valores encontrados para He e | sdo indicativos de que hd uma diversidade
genética consideravel para as populacgdes e para a espécie O. pyramidale, o que contribui
para a formacédo de novas combinacdes genéticas. De acordo com afirmacdes de Costa
et al. (2015), quando se trata de uma espécie alégama, é esperada alta diversidade
genética entre os individuos amostrados. Resultados similares foram observados para
outras espécies arbdreas, Souza et al. (2018) constararam alta diversidade em
Plathymenia reticulata Benth. (Mangaba) fundamentada nos valores do He (0,38) e |
(0,55). Ju et al. (2018) avaliando 17 populacdes de Bombax ceiba (Bombacoideae-
Malvaceae) encontraram altos indices de diversidade genética, He de 0,23 a 0,47 e | de
0,39a0,78.

Nei (1978) cita que a medida Gst é denominada de coeficiente de diversidade
relativa entre grupos, varia entre 0 e 1 e expressa a propor¢do da diversidade total
explicada por diferencgas entre os grupos. No presente estudo o valor para Gst de 0,20
releva que 20% da variacdo genética total reside entre as populacdes de O. pyramidale.
Enquanto que a diferenciacdo intrapopulacional estimada em 0,80 revela maior
diversidade genética dentro das populagdes.

Os valores de dissimilaridade genética entre os individuos de O. pyramidale
variaram de 0,17 a 0,79, ndo evidenciando individuos idénticos em termos genéticos. A
menor distancia genética foi entre os individuos 50 e 51 e a maior distancia genética
entre os individuos 40 e 57.

Comparado as outras especies, pouco se sabe sobre a variabilidade genética de
O. pyramidale. Souza et al. (2018) avaliaram a variabilidade genética de Plathymenia
reticulata Benth. (Mangaba) e identificaram valores de dissimilaridade entre 0,17 e
0,65. Borges et al. (2016) estudaram a diversidade genética entre acessos de Lecythis
pisonis Cambess. (Sapucaia) e encontraram valores de dissimilaridade de 0,28 a 0,82,
indicando alta variabilidade genética entre 0s acessos.

O método de agrupamento UPGMA foi selecionado dentre os trés métodos

testados para a representacdo grafica das distancias genéticas, conforme indicado por
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Cruz et al. (2011), por apresentar maior coeficiente de correlacdo cofenética (CCC),
menor distorcdo e estresse (Tabela 3). Rohlf e Fisher (1968) sugerem que a correlacéo
cofenética acima de 0,80 é suficiente para revelar o ajuste entre as distancias obtidas na
matriz pela dissimilaridade do complemento de Jaccard e a matriz cofenética com

consequente consisténcia na analise de agrupamentos.

Tabela 3. Coeficiente de Correlacdo Cofenética (CCC), distor¢éo e estresse dos métodos
de agrupamento: UPGMA, Vizinho mais proximo (SL) e Ward

Método de agrupamento CCC Distorcéo (%) Estresse (%0)
UPGMA 0,85** 0,86 9,3
SL 0,80** 39.15 23,91
WARD 0.73** - -

O agrupamento obtido pelo método UPGMA, a partir da matriz de
dissimilaridade, utilizando ponto de corte de 80,6% (0,5203) estabelecido pelo
procedimento de Mojena (1977), revelou a formacdo de nove grupos (Figura 3).

O grupo IV (GIV) foi 0 mais representativo composto por vinte dos sessenta
individuos avaliados, todos pertencentes a populacdo Pascoa constituida de sementes
originiarias da regido amazénica brasileira. O grupo | (GI) foi composto por quinze
individuos da populacdo Alianca, provenientes de plantios do Equador, neste grupo
foram alocados os dois individuos mais similares (50 e 51). No grupo Il (GIlI) ha 3
individuos alocados (42, 43 e 45) que também pertencem a populacdo Alianca, e
provavelmente sdo os individuos mais dissimilares dentro desta populagéo.

Os grupos V (GV) e VI (GVI) estdo representados por 9 individuos cada, 0s
dois grupos compdem a populacdo Cavanis, com sementes provenientes da amazénia
brasileira. Os grupos I11 (GI1I), VII (GVII), VIII (GVIII) e IX (GIX) alocaram apenas

um individuo, 41, 37, 36 e 52, respectivamente (Figura 3).
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Métode de agrupamento : Ligacio Média Entre Grupo(UPGMA)
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Figura 3. Dendrograma obtido pelo método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method
Average) gerado a partir do complemento aritmético do indice de Jaccard como medida
de dissimilaridade, em 60 individuos de Ochroma pyramidale com base em marcadores
ISSR (Inter Simple Sequence Repeats).

Na tabela 4 estdo descritas as caracteristicas fenotipicas mensuradas para 0s
individuos de O. pyramidale. Em média, as arvores apresentaram 7,3 m de altura
comercial (Hc), variando de 3,6 m até 12,7 m. A media para o didmetro na altura do

peito (DAP) foi de 21,95 cm, com uma grande variacdo entre o minimo (16,01 cm) e o
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méaximo (40,11 cm), o que sugere elevada variabilidade entre os individuos de O.
pyramidale.

Para fins de melhoramento, o DAP da espécie deve variar entre 15 e 40 cm; e a
Hc deve ser multipla de 1,8 e 2,4 m, isso se deve ao tamanho do torno para
processamento de madeira e as dimensdes das pegas de compensado, a fim de aumentar
a eficiéncia no processamento da madeira. Quanto ao DAP, todas as arvores encontram-
se no padrdo desejado, com destaque para os individuos 48 e 52 que possuem 0S
maiores valores para DAP. Em relacdo a altura comercial, as arvores que possuem
valores iguais ou superiores & média somada ao desvio padrdo, permitem a obtencao de
pelo menos cinco toras de 1,8 m; ou trés de 2,4 m; ou ainda duas toras de 2,4 m e duas

de 1,8 m, como mencionado por Zanetti et al. (2019b).

Tabela 4. Caracterizacdo fenotipica dos 60 individuos (I) de Ochroma pyramidale

guanto ao DAP (diametro na altura do peito) e a Hc (altura comercial)

I DAP Hc I DAP Hc I DAP Hc
1 27.06  7.50 21 1783  5.90 41 17.83  4.10
2 22,28 7.80 22 1846  7.00 42 2244 450
3 21.65 11.30 23 24.92  10.90 43 16.01  3.60
4 22.60 8.50 24 21.39 450 44 19.35  7.80
5 24.83  8.60 25 2451  8.20 45 16.04 11.50
6 29.60 6.70 26 18.84  7.40 46 19.10 11.00
7 22.28 5.10 27 22,28  6.70 47 19.13 7.10
8 20.05 5.80 28 20.50 10.10 48 40.11  5.40
9 26.10 4.80 29 19.77  9.30 49 2250 4.30
10 20.21  4.60 30 17.22 12.70 50 2247 470
11 25.78  4.60 31 16.62  8.10 51 2257  4.80
12 2292 6.70 32 1754  6.90 52 39.15 10.60
13 22.92  6.40 33 17.00 8.10 53 25.62  4.40
14 20.37  5.80 34 23.27 11.60 54 2546  5.90
15 21.65 7.50 35 1751  9.70 55 19.19 10.40
16 20.05 7.20 36 18.84  8.80 56 2257 4.30
17 20.37 10.10 37 1789  8.60 57 25.78  4.00
18 20.05 6.00 38 16.27  8.00 58 20.37  6.90
19 19.48 5.30 39 20.34  6.90 59 25.78  8.30
20 28.97 10.90 40 19.77  9.70 60 2546  4.30
Média geral DAP 21.95 (4.62)
Media geral Hc 7.30 (2.36)

Entre parénteses: desvio-padréo.
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Na tabela 5 estdo descritas as médias para DAP e Hc dos grupos formados pelo
método UPGMA. Os grupos | e IV possuem os maiores valores para DAP, enquanto
que os grupos V e VI possuem os maiores valores para Hc. Em relacdo aos individuos
que compdem grupos Unicos no agrupamento UPGMA, o 41 apresenta valores baixos
para diametro do caule e altura comercial, ndo sendo, portanto, uma matriz interessante
para implementacédo florestal, enquanto que os individuos 36 e 37, apesar de baixos
diametros de caule, apresentam consideravel altura comercial e podem ser utilizados
em programas de melhoramento. O individuo 52 possui maior DAP e significativa Hc,
podendo apresentar alelos favoraveis para as caracteristicas de importancia econémica
em plantios que visem a producdo de madeira, crescimento do diametro do caule e

altura comercial, sendo indicado para uso em programas de melhoramento genético.

Tabela 5. Médias para DAP (diametro na altura do peito) e Hc (altura comercial) dos

grupos formados pelo método UPGMA.

Grupo Individuos DAP médio (cm) Hc média (m)
50, 51, 53, 59, 55, 56, 58, 48, 54,
I 23.70 (5.25) 6.24 (2.28)
57, 46, 49, 60, 44, 47
1 42,43, 45 18.16 (3.70) 6.53 (4.32)
] 41 17.83 4.10
16, 17, 20, 18, 19, 8§, 10, 9, 2, 13,
v 22.96 (3.09) 7.06 (2.01)
15,7,14,11,5,6,1,12,3,4
V 217, 28, 26, 29, 24, 25, 23, 21, 30 20.29 (2.42) 8.10 (2.59)
VI 33, 34, 22, 31, 32, 35, 38, 39, 40 18.53 (2.25) 8.44 (1.60)
VII 37 17.89 8.60
VIII 36 18.84 8.80
IX 52 39.15 10.60

Entre parénteses: desvio-padréo.

A anélise de agrupamento gerado pelo método de Tocher propiciou a formacéo
de sete grupos distintos (Tabela 6). O grupo Il foi 0 mais representativo, composto por

vinte e oito individuos dos sessenta avaliados. O grupo | é composto por dezeseis
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individuos, o grupo I11 é composto por dez e o IV por apenas trés individuos. Os demais
grupos (V, VI e VII) foram constituidos por apenas um individuo cada, 41, 36, e 52,
respectivamente.

No método de Tocher, de acordo com Vasconcelos et al. (2007), a partir da
matriz de dissimilaridade, identifica-se o par de acessos mais similar (50 e 51), estes
individuos formam o grupo inicial. Em seguida, avalia-se a possibilidade de incluséo de
novos acessos, de forma que a distancia média dos acessos dentro do grupo seja menor
que as distancias médias entre os grupos (Cruz et al., 2011). Assim, o grupo | é formado
pelos individuos 50, 51, incluindo individuos que também pertencem a populagédo
Alianca, com origem de plantios do Equador, e o individuo 14. No Grupo Il, estdo
agrupados individuos pertencentes as populacdes Pascoa e Cavanis, provenientes de
plantios da regido amazonica brasileira. O grupo Il é formado por individuos da
populacdo Cavanis. O grupo IV € formado pelos individuos 42, 43 e 45 e que
provavelmente possuem maior distancia genética dos outros individuos da populacédo

Alianca. Nos grupos V, VI e VII (41, 36 e 52) estdo os individuos mais dissimilares.

Tabela 6. Agrupamento pelo método de Tocher, baseado na matriz de dissimilaridade
de Jaccard a partir da analise molecular dos 60 individuos de Ochroma pyramidale por
meio de marcadores ISSR

% de

Grupo Individuos ndividuos

I 50, 51, 59, 53, 55, 56, 54, 58, 48, 57, 49, 60, 46, 47, 44, 14 26,66
16, 17, 20, 18, 19, 15, 11, 10, 13,7, 2,8, 9,1, 5,6, 12, 4,

. 3,29, 26, 28, 25, 24, 21, 23, 27, 30 46,61
Il 31, 32, 34, 33, 35, 22, 38, 39, 40, 37 16,66
vV 42,43, 45 5
\Y 41 1,67
Vi 36 1,67
Vil 52 1,67
Total 60 100%
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O método de Tocher, de acordo com Elias et al. (2007), tem como principio
manter a homogeneidade dentro dos grupos e a heterogeneidade entre os grupos. Os
grupos V, VI e VII que sdo formados por apenas um individuo cada, 41, 36 e 52,
respectivamente. No método UPGMA, o0s mesmos individuos mantiveram-se em
grupos Unicos. A concordancia entre esses dois métodos sugere que estes sejam 0S
individuos mais dissimilares do total analisado, podendo ser indicados para futuros
trabalhos que visem a conservacdo dos recursos genéticos intraespecificos e em
programas de melhoramento.

A anélise de variancia molecular demonstrou que houve diferenciacdo genética
significativa (p<0,001) entre as populagdes e que o maior componente de variagcdo
encontra-se dentro das populagdes (71%) (Tabela 7). Alguns trabalhos realizados com
espécies arboreas tropicais também afirmam que a maior variabilidade genética ocorre
em nivel intrapopulacional (Nybom, 2004; Silva et al., 2016; Borges et al., 2016; Souza
etal., 2018). Foi encontrada alta diferenciacdo genética entre as populacées (Fst=0,29),
pois segundo Wright (1978), o Fst acima de 0,25 indica diferenciagdo genética muito
alta. Estes resultados sugerem que ha variabilidade a ser explorada entre e dentro das
populacdes de O. pyramidale.

A alta diferenciacéo genética encontrada para as populacdes de O. pyramidale
neste estudo, corrobora com os estudos de Sun et al. (2006), onde as pesquisas com
marcadores RAPD e ISSR tém comprovado que espécies com fecundacdo cruzada

comumente sdo caracterizadas por baixos niveis de diversidade entre populacdes e alta
diferenciacdo dentro de populacdes. Kageyama et al. (2003) e Souza et al. (2004)
afirmam que, geralmente, em espécies arboOreas sdo observados baixos niveis de
diversidade genética entre populacGes devido as suas caracteristicas como ciclo de vida,
alta densidade populacional, predominio de cruzamentos, mecanismos de dispersdo de
polen e sementes. Enquanto, Hamrick, (2004) afirma que as arvores florestais diferem
de outras espécies de plantas em sua capacidade de manter altos niveis de diversidade
genetica dentro das populagdes. Isso ocorre, em parte, devido ao fluxo génico, dispersao
do fluxo efetivo de pdlen (Kremer et al., 2012; Koskela et al., 2014).
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Tabela 7. Analise de variancia molecular (AMOVA) das populacées de Ochroma
pyramidale

Fonte de variacéo GL SQ CV VT (%) Fst P
Entre populagdes 2 285,600 6,360 29 0,29 0,001
Dentro das populagdes 57 888,650 15,590 71
Total 59 1174250 21,951 100

GL: Grau de liberdade; SQ: Soma dos quadrados; CV: Componente de variancia; VT
(%): Variancia total; Fst: indice de fixacdo; P: probabilidade de ter um componente de
variancia maior que os valores observados ao acaso.

A variabilidade genética entre e dentro de populacdes de O. pyramidale, se
deve, possivelmente, por ser uma espécie perene com alto potencial de cruzamento
devido ao fluxo de pdlen através da polinizacdo entomofila realizada, principalmente,
por morcegos, mas também por quatis e abelhas. Além disso, a alta diversidade
encontrada pode estar associada ao fato de que a ausénica de materiais genéticos
melhorados de pau-de-balsa, leva os silvicultores a utilizar sementes coletadas de
populacdes naturais, resultando em grande heterogeneidade fenotipica e mantendo alta
variabilidade genética da espécie.

A analise bayesiana realizada no programa Structure para determinar a estrutura
genética das populacBes de O. pyramidale, de acordo com o método AK descrito por
Evanno et al. (2005) indicou a formacéo de dois grupos (K=2) (Figura 4). O grupo |
(vermelho) reuniu a maioria dos individuos, sendo que correspondem as populacdes
Pascoa e Cavanis, provenientes de plantios da regido amazoénica brasileira, o grupo Il
(verde) reuniu em grande parte os individuos provenientes de plantios do Equador.

Observa-se que, embora tenham sido discriminados dois grupos, alguns
individuos possuem relagdo com ambos os grupos. Diferente dos resultados do
agrupamento UPGMA (Figura 3) e do método de Tocher (Tabela 4) que indicaram um

namero maior de grupos.
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Figura 4. Analise da estrutura genética de 60 individuos de Ochroma pyramidale, assumindo K = 2 (grupos) de acordo com o programa
“Structure”. As linhas verticais no eixo x representam os individuos e os segmentos coloridos no eixo y demonstram o coeficiente de
associacdo de cada individuo atribuido a cada um dos inferidos K.
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A existéncia de variabilidade genética dentro de uma espécie torna possivel a
selecdo de materiais genéticos com potencial adaptativo diante das adversidades
ambientais (Ohashi et al., 2010; Borges et al., 2016). A manutencdo da diversidade
genética é importante para obter ganhos genéticos a longo prazo, sendo que para O.
pyramidale ha uma caréncia de informacGes sobre diversos aspectos e o estudo da
variabilidade existente é de grande importancia para o planejamento de futuros

programas de melhoramento e de estratégias para conservacao genética da espécie.
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CONCLUSOES

Os marcadores ISSR sdo eficientes para estudo de diversidade genética
populacional de O. pyramidale.

Os individuos analisados revelaram potencial para serem utilizados como
matrizes para coleta de sementes, pois conservam diversidade genética fundamentada
nos valores de diversidade de Nei e indice de Shannon.

As populacdes apresentaram alta diversidade genética, sendo que o maior
componente de variacdo genética encontra-se dentro das populagdes de O. pyramidale.

Os valores de distancia genética encontrados entre os individuos sugerem ampla
base genética. A formacédo de grupos distintos pelo método UPGMA, otimizacéo de
Tocher e analise Bayesiana demonstra que as arvores sao pouco relacionadas, portanto,
apresentam potencial para selecdo de materiais genéticos promissores tanto para
programas de melhoramento como em estratégias de conservacdo genética para a

espécie.
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CONCLUSOES GERAIS

A caracterizacdo morfoldgica do pélen de O. pyramidale poderd auxiliar na
identificacdo da espécie e em estudos de outras &reas do conhecimento que necessitem
de informacGes morfologicas.

O. pyramidale apresenta alta estabilidade e regularidade meidtica expressa pela
viabilidade polinica e indice meidtico e possui amido e lipidio como substancias de
reserva no pélen.

O conhecimento adquirido sobre os aspectos reprodutivos relacionados a
fertilidade de O. pyramidale pode ser Gtil na implantacdo e manutencdo de viveiros para
producdo de mudas em futuros programas de melhoramento, principalmente para
auxiliar na escolha de individuos adequados para a hibridacéo.

As populagdes de O. pyramidale do estado de Mato Grosso apresentam elevada
diversidade genética a nivel intrapopulacional e podem ser utilizadas em programas de

conservacgdo e melhoramento genético da espécie.
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