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RESUMO GERAL

ANJOS, Quirlian Queite Araujo. Caracterizagdes genético-moleculares em
Prosopis juliflora (Sw.) DC.: selecdo de marcadores e estimativas de
diversidade em populagdes naturalizadas. Itapetinga, BA: UESB, 2022. 112
p. Tese. (Doutorado em Zootecnia, Area de Concentragio em Producio de
Ruminantes).*

Prosopis juliflora (Sw.) DC. foi introduzida no Brasil em 1942. Essa espécie
movimenta setores da economia, salde e meio ambiente e, por isso, se torna
um importante recurso genético vegetal, mas, apesar disso, pouco se sabe sobre
a diversidade genética presente nas populagdes naturalizadas no Brasil. O
conhecimento da diversidade e estrutura genética pode ser obtido através da
técnica molecular Inter Simple Sequence Repeat (ISSR). A selecdo e
caracterizacéo de iniciadores foram realizadas utilizando 23 iniciadores ISSR,
testados em 16 acessos de P. juliflora amostrados no Instituto Federal, Campus
Itapetinga, Bahia. ApOs a extracdo de DNA gendmico foi realizada a
guantificacdo e estimados a pureza dessas amostras e posteriormente
armazenadas em freezer -20 °C. Os iniciadores foram classificados como
adequado ou inadequado e estimados a heterozigosidade esperada (He) e o
contetdo de informacdo polimérfica (PIC). Assim, foi possivel classificar treze
iniciadores como muito informativos e adequados para a espécie P. juliflora,
visando analises futuras de diversidade e estrutura genética da espécie. Em
seguida, o estudo da diversidade e estrutura genética populacional de P.
juliflora foi realizado utilizando onze iniciadores ISSR avaliados em 192
acessos distribuidos em treze populacBes naturalizadas nas cidades de
Itapetinga, Caculé, Urandi, Ibiassucé, Guanambi, Malhada de Pedra, Itambé e
Anagé. A extracdo e amplificacdo de DNA foram realizadas conforme descrito
anteriormente. Os parametros genéticos populacionais estimados foram
marcador polimorfico (MP), percentual de marcadores polimorficos (%MP) e
diversidade genética de Nei (h), analise de variancia molecular (AMOVA), o
nimero ideal de clusters mais provavel (AK), andlise de agrupamento
bayesiano pelo STRUCTURE e a anélise de coordenadas principais (PCoA).
Foram registrados a partir de onze iniciadores ISSR 190 marcadores
polimorficos com percentual de 97,44% de polimorfismo e baixa diversidade
genética em (h = 0,31) nas treze populacdes naturalizadas de P. juliflora. A
AMOVA verificou que a diversidade presente dentro de populacdes foi de
59%. O valor de Fst foi 0,412 e indicou alta diferenciacdo genética entre as
populagdes, com Fst par a par variando de 0,030 a 0,757. A estrutura genética
mais provavel foi K = 3, sendo comprovados nas andlises de agrupamento
bayesiano e na anélise de coordenadas principais (PCoA). Os marcadores ISSR
se mostraram poderosas ferramentas na obtencdo de dados acerca da
diversidade e estruturacdo genética de P. juliflora presente no Brasil.

Palavras-chave: Algaroba, Diversidade genética, Marcador molecular

* QOrientador: Carlos Bernard Moreno Cerqueira Silva, D.Sc. UESB e Co-orientadora:
Messulan Rodrigues Meira, D.Sc. UESB.
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GENERAL ABSTRACT

ANJOS, Quirlian Queite Araujo. Genetic-molecular characterization in
Prosopis juliflora (Sw.) DC.: marker selection and diversity estimative in
naturalized populations. Itapetinga, BA: UESB, 2022. 112 p. Thesis. (PhD in
Zootechnics, Area of Concentration in Ruminant Production).*

Prosopis juliflora (Sw.) DC. was introduced in Brazil in 1942. This species
participates in the economy, health and environment and, therefore, becomes
an important plant genetic resource and, despite this, there are few studies
about the genetic diversity present in naturalized populations in Brazil.
Knowledge of diversity and genetic structure can be obtained through the
molecular technique Inter Simple Sequence Repeat (ISSR). The selection and
characterization of primers were performed using 23 ISSR primers, assessed on
16 accessions of P. juliflora sampled at Instituto Federal, Campus Itapetinga,
Bahia. After genomic DNA extraction, quantification was performed and the
purity of these samples was estimated and subsequently stored in a -20 °C
freezer. Primers were classified as adequate or inadequate and expected
heterozygosity (He) and polymorphic information content (PIC) were
estimated. Thus, it was possible to classify thirteen primers as very informative
and adequate for the species P. juliflora, aiming at future analyzes of diversity
and genetic structure of the species. Then, the study of diversity and population
genetic structure of P. juliflora was performed using eleven ISSR primers
evaluated in 192 accessions distributed in thirteen naturalized populations in
Itapetinga, Caculé, Urandi, Ibiassucé, Guanambi, Malhada de Pedra, Itambé
and Anagé. DNA extraction and amplification was performed as previously
described. The estimated population genetic parameters were polymorphic
marker (PM), percentage of polymorphic markers (%PM) and genetic diversity
of Nei (h), analysis of molecular variance (AMOVA), the ideal number of most
likely clusters (AK), analysis of bayesian grouping by STRUCTURE and
principal coordinate analysis (PCoA). From eleven ISSR primers, 190
polymorphic markers with a percentage of 97.44% of polymorphism and low
genetic diversity (h = 0.31) were registered in the thirteen naturalized
populations of P. juliflora. AMOVA described that the diversity within the
populations was 59%. The Fst value was 0.412 and indicated high genetic
differentiation between populations, with pairwise Fst ranging from 0.030 to
0.757. The most likely genetic structure was K = 3, which was confirmed by
Bayesian clustering and principal coordinate analysis (PCoA). ISSR markers
seemed to be an important tool in obtaining data about the diversity and genetic
structure of P. juliflora in Brazil.

Keywords: Mesquite, Genetic diversity, Molecular marker

* Advisor: Carlos Bernard Moreno Cerqueira Silva, D.Sc. UESB and Co-advisor: Messulan
Rodrigues Meira, D.Sa. UESB.



| INTRODUCAO

Prosopis juliflora (Sw.) DC. (Linneaus, 1753) (Fabaceae: Caesalpinioideae) é
uma leguminosea introduzida no Brasil em 1942 (BELMONT et al, 2016; BURNETT,
2017). Apo6s adaptacdo e conquista de novos ambientes, a espécie € considerada como
um recurso vegetal naturalizado (NASCIMENTO et al. 2014). Por definicdo, uma
espécie € classificada como naturalizada quando consegue realizar processos
reprodutivos e se manter no ambiente sem a interferéncia humana (RICHARDSON et
al. 2000; YAN et al. 2019), como é o caso da P. Juliflora no territorio brasileiro.

Popularmente a P. juliflora é conhecida como algaroba e sua introducdo no
Brasil guarda relagdo direta com a utilizagdo de suas vagens como alternativa para
alimentar rebanhos na regido nordeste do pais (GOMES e MIRANDA, 2016). Em um
cenario mais recente, Anjos et al. (2022) descrevem diversas aplicacdes tecnoldgicas
associadas a algaroba. Também sdo observados em ambientes colonizados pela algaroba
impactos na estrututa e diversidade biolégica de comunidades nativas no pais
(PEGADO et al. 2006; NASCIMENTO et al. 2014). Apesar disso, conhecer melhor
sobre essa espécie podera ajudar a desenvolver estratégias de manejo mais eficientes e
que obtenha o melhor que esse recurso vegetal naturalizado pode oferecer.

O conhecimento cientifico-tecnoldgico obtido por meio do uso dos marcadores
moleculares é essencial para o entendimento da diversidade genética e dos padrbes de
estruturacdo genética existentes em uma espécie. Para a algaroba, esse conhecimento
vem evoluindo juntamente com as técnicas utilizadas para investigar a diversidade
genética das plantas em geral (AMITEYE, 2021). No Brasil, as primeiras analises de
diversidade genética envolvendo acessos de algaroba foram realizadas por meio de
isoenzimas, classe de marcadores bioquimicos, ainda na década de 1980 (PIRES e
KAGEYAMA, 1985) e posteriormente em 1996 (DE OLIVEIRA et al. 1996). Nos
ultimos anos, especificamente em 2017, 2019, 2021 e 2022, estimativas da diversidade
genética presente em algaroba foram conduzidas por meio de marcadores moleculares,
baseados em PCR (Polymerase Chain Reaction), a saber: Simple Sequence Repeat
(SSR) (FREITAS, 2017; FREITAS et al. 2019), Resistance Genes Analog (RGA)
(SANTOS et al. 2021) e Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) (ANJOS et al. 2022). Por
fim, tem-se também o registro do primeiro estudo de diversidade em algaroba,

associado a estratégias de genotipagem em plataforma de sequenciamento automatico
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(Sanger) realizado no Catar (Asia Ocidental) (SALEH et al. 2022).

Fato inquestiondvel é que a despeito de existirem poucos estudos moleculares
dedicados a caracterizacdes genéticas em algaroba, quanto mais dados forem gerados
sobre essa tematica, mais subsidios existirdo para o estabelecimento de estratégias de
manejo da espécie. Assim, a presente tese de doutorado em Zootecnia, cuja linha de
pesquisa é genética e melhoramento, foi estruturada em trés capitulos que em sintese
buscam alcancar o objetivo geral de contribuir para o entendimento da diversidade e
estrutura genética em populacdes naturalizadas de Prosopis juliflora Dc. a partir de
marcadores moleculares. Ao longo do capitulo 1, intitulado de Histérico e perspectivas
sobre algaroba (Prosopis juliflora): uma énfase no avango das caracterizacbes genético
e moleculares com vistas a conservacdo e melhoramento buscou-se contemplar
objetivos especificos como realizar levantamento bibliografico sobre o género Prosopis
e sobre a espécie Prosopis juliflora no mundo. No capitulo 2, intitulado de
Characterization and selection of inter simple sequence repeat markers for genetic
studies of mesquite, buscou-se caracterizar e selecionar marcadores Inter Simple
Sequence Repeat (ISSR) para estudos genéticos de algaroba. Por fim, o capitulo 3 foi
dedicado a estimativa de diversidade e estruturacdo genética de populacdes
naturalizadas, compostas por acessos presentes em oito municipios (Caculé, Urandi,
Ibiassucé, Guanambi, Malhada de Pedra, Itambé, Anagé e Itapetinga) da regido sudoeste
da Bahia.
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RESUMO

A introducdo da algaroba (Prosopis juliflora DC) no Brasil ocorreu em trés
momentos e de forma intencional para fornecer servigos importantes para
comunidades nordestinas. A algaroba possui ampla aplicabilidade, resultando
em produtos que perpassam desde o setor da economia e satide até o setor do
meio ambiente. Sem estudo prévio da espécie, a algaroba transformou-se de
uma espécie invasora para uma espécie naturalizada no pais. Estudos genéticos
mostram-se eficientes para subsidiar estratégias de conservagdo e
melhoramento da algaroba, que podem ser acessados por diferentes
ferramentas técnicas. Nesta revisdo, se discutira aspectos importantes sobre a
introducdo, manejo, e potencial tecnolégico, conservacao e diversidade presente

na espécie P. juliflora.

Palavras-chave: Caracterizacdo molecular. Diversidade genética. Espécie

naturalizada. Recurso genético. Potencial tecnolégico.

ABSTRACT

The introduction of mesquite (Prosopis juliflora DC) in Brazil occurred in three
moments and intentionally to provide important services to northeastern
communities. Mesquite has wide applicability, resulting in products that range
from the economy and health sector to the environment sector. Without a
previous study of the species, the mesquite changed from an invasive species to
a naturalized species in the country. Genetic studies are efficient to support
mesquite conservation and improvement strategies, which can be accessed by
different technical tools. In this review, important aspects about the
introduction, management, and technological potential, conservation, and

diversity present in the P. juliflora species will be discussed.

Keywords: Molecular characterization. Genetical diversity. Naturalized species.

Genetic resource. Technological potential.
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1. INTRODUCAO

No contexto agropecudrio, o Brasil destaca-se por apresentar o maior
rebanho comercial bovino do mundo, onde este setor se mostra importante para
o desenvolvimento socioeconémico do pais (IBGE, 2019). Existe em média 214,8
milhdes de cabecas de gado no Brasil. Desse rebanho, em 2019, o IBGE registrou
que 13% pertencem ao territério semidrido nordestino (IBGE, 2019). Apesar dos
animais apresentarem alto grau de adaptacdo ao semiarido, alternativas devem
ser alcangadas para ndo somente melhorar os niveis de producao animal, mas
também, promover o seu bem-estar (NOBREGA et al, 2011, KHOBONDO et al,
2019).

O uso de espécies leguminosas introduzidas e adaptadas as regides
semidridas é uma alternativa viavel para a regido Nordeste do Brasil. Dentre
suas aplicagdes, estdo o aumento da fixacdo de nitrogénio atmosférico no solo
(HUNGRIA et al, 2013), bem como a oferta de recursos nectariferos para os
agentes polinizadores em época de baixo indice pluviométrico (DE SOUSA et
al, 2016). Nesse contexto, espécies vegetais leguminosas sob regime de manejo
sustentdvel bem conduzido (LIMA et al, 2005; RANI e VENKATACHALAM,
2022) podem refletir diretamente na melhora da economia nordestina (DE
MELO ALVES et al, 2019; DE MELO CAVALCANTE et al, 2022). A exemplo de
espécies naturalizadas detentoras dessas caracteristicas pode-se citar o
mutualismo entre a algaroba (Prosopis juliflora (Sw.) DC) e as abelhas (Appis sp.)
(DE SOUSA et al, 2016).

O sucesso adaptativo da algaroba é devido a sua capacidade de vegetar
em diferentes tipos de solo e clima (RIBASKI et al, 2009, MORIM, 2015). Sua
madeira serve de combustivel na fabricacao de etanol e carvao (LEITE FILHO,
2020; CIRILO et al, 2021). Também é matéria prima potencial para atender as
indastrias alimenticias, pois suas vagens possuem elevado valor energético,
podendo ser utilizadas como componente adicional a dieta tanto humana

quanto animal (ALVES et al, 2012; PEREIRA et al, 2013; DE GUSMADO et al,
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2016; GONZALEZ-MONTEMAYOR et al, 2019). Nao obstante, também é
utilizada como suplemento na produgdo de bebidas (DE CARVALHO et al,
2020).

Apesar de sua aplicabilidade, ainda sdo poucos os estudos dedicados a
caracterizacdo da diversidade e estrutura genética da algaroba no Brasil.
Entretanto, pesquisadores estdo se mobilizando de forma a contribuir com
informagdes dessa natureza, como é o caso do estudo pioneiro desenvolvido
por Santos et al, (2021), a partir de iniciadores Resistance Genes Analog (RGA).

As caracterizagdes de estrutura e diversidade genético molecular estdo
incluidas nas iniciativas que potencializam desde a conservagdo até o uso
efetivo da biodiversidade em programas de melhoramento genético. Nessa
perspectiva, diversos marcadores moleculares sdo utilizados para esse fim.
Dentre as atribui¢des estdo as aplicagdes filogenéticas e evolutivas, bem como
seu uso para os fins praticos em programas de pré-melhoramento e conservagao
de espécies vegetais (FALEIRO et al, 2018). Em sintese, os marcadores
moleculares compdem técnicas amplamente aceitas e empregadas devido a sua
confiabilidade (SOUZA, 2015; FONSECA e BOITEUX, 2021) e obtengdo de
grande quantidade de informacdes em tempo reduzido (TURCHETTO-ZOLET
et al, 2017).

Nesta revisdo, serdo apresentadas informagdes sobre o histérico de
introducao da algaroba (P. juliflora) no pais, seu manejo e potencial tecnolégico
ofertado para a sociedade e meio ambiente por meio do uso dessa espécie
naturalizada. Também sao considerados dados sobre o andamento de estudos
relacionados a diversidade e estrutura genética populacional dessa espécie no
Brasil e no mundo, por meio de marcadores moleculares, sobretudo com o uso

do marcador Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) e Resistance Genes Analog RGA.

2. ESTADO DA ARTE

2.1 Caracteristicas Gerais do Género Prosopis, Familia Fabaceae

A familia Fabaceae, também conhecida como Leguminosae, é um grupo
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muito diversificado de plantas distribuidas pelo mundo em diferentes
condi¢des edafoclimaticas. Através de analises filogenéticas moleculares, essa
familia é dividida em seis subfamilias (Cercidoideae, Detarioideae,
Duparquetioideae, Dialioideae, Caesalpinioideae e Papilionoideae) (LPWG,

2017).

Dentre as subfamilias citadas, é importante destacar a subfamilia
Caesalpinioideae, com 148 géneros, incluindo o género Prosopis (Linneaus, 1767)
(LPWG, 2017), com 44 espécies catalogadas (TRENCHARD et al, 2008). O
geénero Prosopis é dividido em cinco se¢des (I. Prosopis, II. Anonychium, III
Strombocarpa, IV. Algarobia e V. Monilicarpa) (BURKART, 1976; CATALANO
et al, 2008). A secdo IV, Algarobia, é a que mais se destaca devido a maior

diversidade de espécies, como é possivel verificar na tabela 1.

Tabela 1 - Espécies distribuidas em cinco se¢des do género Prosopis L.

I. Secao PROSOPIS

P. cineraria (L.) (Druce, 1914)
P. farcta (Sol. Ex Russel) (J. F.,
1919)

P. koelzian (Burkart, 1976)

II. Secao ANONYCHIUM

P. africana (Guill & Perr.) (Taub.,
1893)

II1. Secao STROMBOCARPA

P. strombulifera (Lam.) (Benth,
1841)

P. reptans (Benth, 1841)

P. abbreviata (Benth, 1841)
P.torquata (Cav. Ex Lag., 1825)
DC.

P. pubescens (Benth, 1846)

IV. Secao ALGAROBIA
(Continuacao)

P. denudans (Benth., 1841)
P. ruizlealii (Burkart, 1942)

P. castellanosii (Burkart, 1941)
P.calingastana(Burkart, 1957)
P.humilis (Gillies ex Hook, 1833)
P. rojasiana(Burkart, 1941)

P. rubriflora(Hassl., 1910)

P. campestris (Griseb., 1874)

P. pallida (Humb. & Bonpl. Ex Willd)
(Kunth, 1823)

P. affins (Spreng., 1825)

P. articulata (Sw., 1889)

P. elata (Burkart, 1952)

P. tamaulipana (Burkart, 1976)

P. chilensis (Molina) (Stuntz, 1914)
P. juliflora (Sw.) (DC., 1825)
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P. palmeri (Sw., 1889) P. nigra (Griseb) (Hieron., 1881)
P.burkartii (Mufioz, 1971) P. caldenia (Brukart, 1939)
P. feroz (Griseb., 1879) P. laevigata (Humb. & Bonpl. Ex Willd)
M. C., 1962)
P. tamarugo (Phil., 1891) P. flexuosa (DC., 1825)
P. glandulosa (Torr., 1827)
IV. Secao ALGAROBIA P. alpataco (Phil., 1862)

P. alba (Griseb., 1874)
P. sericantha (Gillies ex Hooke.,  P. velutina (Wooton, 1898)
1833)
P. kuntzei (Harms ex Kuntze, P. pugionata (Burkart, 1949)
1898)
P. ruscifolia(Griseb., 1874)
P. fiebrigii (Harms, 1915) V. Secao MONILICARPA
P. vinalillo (Stuck., 1900)
P. hassleri (Harms, 1909) P. argentina (Burkart, 1937)

Adaptada: BURKART, 1976; CATALANO et al, 2008.

A maioria dos representantes do género é diploide (nimero somatico 2n
= 2x = 28), com excecdo de P. juliflora que também é descrita como tetraploide
(2n = 4x = 56) (TRENCHARD et al, 2008). No entanto, no Brasil, foi verificada a
presenca de acessos diploides nas cidades de Petrolina (PE), Belém do Sao
Francisco (PE) e Lagoa Grande (PE). Apenas na cidade de Soledade (PB) foi
verificada a presenca de células tetraploides em um tnico acesso (NOGUEIRA
et al, 2007). As espécies P. juliflora e P. pallida (Humb. & Bonpl. ex Willd.)
Kunth) juntas formam o complexo P. juliflora - P. pallida e devido a essas
espécies serem simpatricas, provavelmente as populacdes de algaroba descritas
no Brasil como diploides sejam, na verdade, pertencentes ao tdxon P. pallida

(PASIECZNIK et al, 2001, TRENCHARD et al, 2008).

Segundo Burkart (1976), a origem, evolucdo e especiagdo do género
ocorreram no continente africano, onde sua migracdo para as Américas foi
facilitada por dispersores adaptados a curta distancia quando os continentes
ainda eram unidos (Pangeia). Catalano et al, (2008) sugere que a evolucao e
diversificacdo do género Prosopis para o continente americano ocorreu no final

do Mioceno ao mesmo tempo em que condicOes aridas e semidridas se
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estabeleciam nesse continente devido ao soerguimento da Cordilheira do
Andes, barreira natural capaz de impedir a passagem de ventos timidos para

essa regiao.

A adaptagao a diferentes ambientes e solos pode ter sido responsavel
pela presenca de espécies com hébito arbustivo, como é o caso de solos salinos,
ja que este restringe o desenvolvimento e crescimento de algumas espécies,
limitando a disponibilidade de agua, e consequentemente, uma menor taxa
fotossintética devido ao fechamento estomatico (ROIG, 1993; HUSSAIN et al,
2019).

Espécies do género Prosopis ocorrem naturalmente em regides ao leste da
América do Sul, Chacos Argentinos, norte do México, Oriente Médio, sul da
India e Africa Equatorial. Tal introducio foi realizada em diferentes areas do
pais, como o sul e oeste da Africa, em 1880, e na Australia entre 1900 a 1920
(PASIECZNIK at al, 2001). No cendrio atual, as espécies de Prosopis sdo
encontradas em regides tropicais da América, Asia, Africa e Oceania
(BURKART, 1976; RIBASKI et al, 2009, SHACKLETON et al, 2014). E, apesar de
melhor se desenvolverem em regides aridas, é possivel verificar a presenca de
algumas espécies no continente Europeu (IGLESIAS et al, 2007; RAMIREZ-
BAHENA et al, 2015; WAN et al, 2018).

As espécies do género Prosopis sdo hermafroditas (HABIT, 1981), com
predominancia de alogamia (FELKER, 1982), que se caracteriza em realizar
preferencialmente polinizacdo cruzada. As espécies alégamas com flores
hermafroditas geralmente apresentam um sistema de autoincompatibilidade, o
qual evita a ocorréncia de autofecundacao (KALISZ et al, 2004). Dessa forma,
esta estratégia influencia nos rearranjos que caracterizam a diversidade genética
a nivel populacional, levando a infinitas combinacdes, as quais servem de base
para o comportamento evolutivo, determinando a sua adaptabilidade no
ambiente ao longo das geragdes (RICHARDS, 1997).

Caracteristicas morfofisiologicas diversas sdo verificadas entre as

espécies desse género, porém algumas caracteristicas em comum possibilitam
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vantagens adaptativas em ambientes cujas condicbes abitticas sdo extremas
como altas temperaturas, indice pluviométrico baixo e solos salinos (BURKART,
1976; GEORGE et al, 2007; DELATORRE et al, 2008; BARROS, 2010; TORALES
et al, 2013; WESTPHAL et al, 2015; HUSSAIN et al, 2019, REGINATO et al,
2019).

Dentre as caracteristicas morfofisiolégicas em comum, destacam-se a
presenca de raizes pivotantes que podem atingir até 23 metros de profundidade
em busca de dgua (BURKART, 1976; YASUDA et al, 2014, APG 1V, 2016;
HUSSAIN et al, 2019); fixacdo biolégica de nitrogénio atmosférico (N2), devido
a associagao simbidtica com bactérias do género Rizobium, os quais sdo capazes
de induzir a formagdo de nédulos em suas raizes (BENATA et al, 2008; REEVE
et al, 2014; DIAS, 2018; ZHOU et al, 2018; FALL et al, 2019; ZHOU et al, 2021),
contribuindo para a producdo de biomassa (BESSEGA et al, 2015;
SARASWATHI e CHANDRASEKARAN, 2016; CAREVIC et al, 2017).

2.2 A algaroba

A taxonomia de Prosopis juliflora ainda é obscura devido ao alto grau de
semelhancas morfolégicas com P. pallida, principalmente quando relacionados
aos hibridos (PASIECZNIK et al, 2001, TRENCHARD et al, 2008). Apesar da
semelhanca entre as espécies, Sherry et al, (2011) constataram que ambas nao
estdo intimamente relacionadas. Esse fato é fortalecido por Oliveira (2012)
através de um modelo de predicdo de nicho ecolégico construido a partir de
variaveis climaticas, onde foi possivel evidenciar que existe diferenca entre
nichos climaticos colonizados por essas espécies. Além do mais, processos de
especiagdo alopétrica podem estar associados a formagdo das espécies P.
juliflora e P. pallida nas &reas de ocorréncia natural do complexo, ja que a

topografia dessa regiao é altamente complexa (PASIECZNIK et al, 2001).

O centro de origem e diversidade do complexo P. juliflora - P. pallida é no

Peru (PASIECZNIK et al, 2001). Porém, segundo os mesmos autores, outros
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paises estdo incluidos como areas nativas, como é o caso do México, na América
do Norte; El Salvador, Honduras, Guatemala, Nicaragua, Panam4 e Costa Rica,
na América Central, e alguns paises da América do Sul, como a Venezuela,
Colombia e Equador. Em é&reas invadidas na América do Sul, existe
sobreposicdo de nicho ecolégico pelo complexo, indicando a ocorréncia natural
do mesmo em condic¢des climéaticas idénticas, ao contrario do observado em

areas onde houve sua introdugdo (OLIVEIRA, 2012).

P. juliflora (Linneaus, 1753) (Fabaceae: Caesalpinioideae) é representante
da secdo 4- Algarobia (BURKART, 1976; CATALANO et al, 2008). Nativa da
América do Sul, América Central e Caribe, é conhecida popularmente como
algarobeira ou algaroba no Brasil, mesquite no México, cuji na Venezuela,
algaroba ou nacascol na Guatemala, carbén em El Salvador, acécia de Catarina
em Nicardgua e aromo no Panamad, (RIBASKI et al, 2009).

O género Prosopis spp. originou-se no continente africano, ocorrendo a
migracdo para o continente americano antes da deriva continental,
posteriormente, ocasionou a especiacdo surgindo a P. juliflora (BURKART,
1976). A algaroba pertence a subfamilia Mimosoideae e possui porte arbéreo
com caracteristicas de plantas xerodfitas (ABBAS et al, 2016). Esta espécie foi
introduzida no Brasil, em 1942, no estado de Pernambuco, onde se disseminou
rapidamente, ocupando vastas extensdes de terras em praticamente todos os

estados do Nordeste (PEGADO et al, 2006; PEREIRA et al, 2018a).

2.3 Biologia reprodutiva e fenologia da Algaroba

Dentro da espécie, existem individuos com habitos de vida arbéreo ou
arbustivo (Figura 1la e 1b, respectivamente), com altura variando entre 3 a 12
metros, respectivamente (MORIM, 2015). Atingem fase adulta a partir do
segundo e terceiro ano de vida (CATALANO et al, 2008; RIBASKI et al, 2009).
A algaroba apresenta flores com cor amarelo-esverdeadas, agrupadas em
inflorescéncias em racemos, em forma de espiga e os frutos sdo de coloracdo

amarelo-palha (Figura 1d e 1le), em forma de lomento drupéaceo, usualmente
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falcado, retos, raramente espiralados, indeiscentes, com 10 a 40 cm de
comprimento, 15 a 20 mm de largura e 4 a 5 mm de espessura, contendo, em

média, 17 sementes (Figura 1d) (LIMA, 1999).

Os frutos apresentam formato de vagem (RIBASKI et al, 2009) com
coloragdo amarelada e caracteristicas biométricas variadas (didmetro, peso e o
nimero de sementes por fruto) (PEREIRA et al, 2018a) (Figura 1d) e anatomia
dividida em polpa, semente e endocarpo (GRADOS e CRUZ, 1996). Os ramos
sdo ascendentes ou flexuosos, com espinhos ou inermes, espinhos geminados. O
caule é tortuoso, com ritidoma (casca) enrugado, espesso e coloracdo pardo-
avermelhada, geralmente apresentando espinhos (BURKART, 1976). As folhas
sdo bipinadas compostas por foliolos (Figura 1le) e sua emissdo ocorre entre os
meses chuvosos de dezembro a maio (RIBASKI et al, 2009) (Figura 1le). O
sistema radicular presente na espécie é do tipo pivotante, com capacidade de
atingir entre 20 a 23 metros de profundidade em direcdo ao lencol freatico

(YASUDA et al, 2014; APG 1V, 2016).

A algaroba  possui  reproducdo  al6gama (sistema  de
autoincompatibilidade) (MORIM, 2015). As flores sdo do tipo inflorescéncia,
com polinizacdo cruzada (PASIECZNIK et al, 2004), onde em uma tnica
estrutura floral é possivel verificar aproximadamente 340 inflorescéncias
hermafroditas (presenca de androceu e gineceu) (BURKART, 1976). O periodo
de maior intensidade de floracao e frutificacio ocorre entre os meses de
setembro a novembro, mas também é possivel verificar a disponibilidade desses
recursos nos meses de abril e junho (RIBASKI et al, 2009). O processo de
polinizagdo ocorre através da oferta de néctar e polen, realizado,
principalmente, por abelhas (A. mellifera e T. fuscipennis) e esporadicamente por

borboletas, mariposas e vespas (DE SOUSA et al, 2016).

A estimativa de produgao de frutos para plantas com idade de 15 anos é
de 70 kg de vagens por arvore, e ao ano a produgdo varia de 2 a 8 t.hal para a
regido nordeste (RIBASKI et al, 2009). Altas temperaturas e indice

pluviométrico baixo também estimulam a producao de vagens (LIMA, 1984). A
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polpa equivale a 56% do fruto (GRADOS e CRUZ, 1996) e contém 8,87% de
proteina bruta (EDVAN et al, 2013), 63,7 mg.100 g1 de carboidrato (a sacarose

representa 96%) e diversos minerais, como fésforo e célcio (SILVA et al, 2007).
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Figura 1 - Prosopis juliflora (Sw.) DC em seu ambiente naturalizado. a) Arvore;
b) Arbusto; c) Dispersores (equideos); d) Vagens e sementes; e) Ramos,
inflorescéncia, vagem e sementes.

Fotos: Acervo proprio

A dispersao de sementes é realizada logo apds a ingestao da vagem por
bovinos, muares, ovinos, caprinos e camelos no ambiente (MEDEIROS et al,
2012; ALMEIDA et al, 2017; AL-WARDY et al, 2021) (Figura 1d). Periodos de
estiagem provocam alteragdes na disponibilidade de chuvas no ecossistema
(SCOTT et al, 2014), e, consequentemente, a escassez de recursos (alimentos)
para espécies animais em ambientes de clima &rido, onde a algaroba se mostra

um importante recurso alimentar para polinizadores e dispersores (DE SOUSA
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et al, 2016; ALMEIDA et al, 2017; SIROHI et al, 2017; AGUIAR et al, 2019).

O principal agente dispersor da algaroba no ambiente sdo os bovinos,
pois apresentam uma maior eficiéncia no processo de dispersdao de sementes no
ambiente (GONCALVES et al, 2007). Porém, muares (GONCALVES et al, 2013),
caprinos (RIBASKI et al, 2009) e camelos (AL-WARDY et al, 2021) também sdo
responsaveis por dispersarem as sementes em diferentes coberturas vegetais.
Além da dispersdao das sementes por animais, a espécie também apresenta
reproducdo vegetativa pela quebra de dorméncia das gemas laterais promovida

pela herbivoria e queimadas (RIBASKI et al, 2009).

2.4 Historico de implantacao da algaroba no Brasil

A saga da introducdo da algaroba no Brasil iniciou-se com o argumento
de que essa planta seria a salvacdo para a regido nordeste da pobreza em
tempos de escassez de alimento para a criacdo de rebanhos (GOMES e
MIRANDA, 2016). Essa ideia foi justificada pelo apice de frutificacdo da planta,
que ocorre justamente no periodo de seca, associado ao fato das vagens serem
nutritivas e altamente palataveis pelos animais (SILVA, 2000; BURNETT, 2017).
A versatilidade da algaroba fortalecia cada vez mais o incentivo a introdugao da
mesma na regido. Nesse sentido, existem relatos de que as populacdes
existentes na regido Nordeste sejam oriundas de apenas quatro matrizes
introduzidas no pais, trazendo um forte indicio de endogamia nas populacdes
atuais devido ao efeito gargalo ocorrido no momento de sua introducdo

(AZEVEDO, 1982; PIRES e KAGEYAMA, 1985).

Em 1942, na cidade de Serra Talhada (PB), foi realizada a primeira
tentativa de cultivo da algaroba a partir de sementes originarias do Novo
Meéxico (EUA); em 1946, no Rio Grande do Norte (RN), o cultivo foi realizado
provavelmente por sementes oriundas no Peru; e em 1952, em Serra Branca
(PB), por meio de vagens coletadas em Serra Talhada (BELMONT et al, 2016;
BURNETT, 2017). Nas décadas seguintes, a expansao da algaroba para as
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demais regides do nordeste brasileiro (Piaui, Ceara, Paraiba e Pernambuco) foi
realizada por meio do incentivo do Ministério da Agricultura e em 1970, o
Instituto Brasileiro do Desenvolvimento Florestal (antecessor do IBAMA)

incentivou o desmatamento da Caatinga para o plantio da algaroba (LIMA,

2005; BURNETT, 2017).

As condigdes climaticas das dareas invadidas pela algaroba sdo
congruentes as condicdes encontradas nos locais de ocorréncia natural da
espécie (OLIVEIRA, 2012). Esse mesmo autor demonstra a partir de um modelo
de predicao de distribuicdo que as regides secas com areas desmatadas sdo
climaticamente favoraveis a colonizagao pela algaroba, destacando inclusive as
areas do sudeste e norte do bioma Amazonia e parte dos biomas Cerrado, Mata
Atlantica e Pantanal. Segundo Morim (2015) ja é possivel verificar a presenca da
algaroba em diferentes regides, a exemplo da regido nordeste (Alagoas, Bahia,
Ceard, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte) e da regido Sul do

Brasil (Rio grande do Sul) (MORIM, 2015).

2.5 Importancia econémica, social e aplicacdes tecnologicas

No Brasil, em regides semidridas, a economia é fortemente baseada na
agricultura familiar e a atividade pecuaria é importante para a regido. O
semidrido brasileiro apresenta um clima tropical seco, com precipitacdo média
anual em torno de 700 mm (TINOCO et al, 2019). O clima é conhecido conforme
classificacdo de Kopper em quente e seco, no qual é definido por longos
periodos e estiagem o que aumenta os riscos de perdas na agricultura e na
pecuaria.

A produgao vegetal (folhas e vagens) da algaroba no semiarido é uma
alternativa eficaz que assegura a disponibilidade de alimento na pecudria,
principalmente em pequenas propriedades, favorecendo a sobrevivéncia dos
rebanhos e o declinio da taxa de mortalidade animal em decorréncia da
escassez de alimentos (DOS SANTOS e DIODATO, 2017). Por esse motivo, as

aplicagdes tecnolégicas a partir da algaroba sdo amplas. O Brasil é o tnico pais
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que desenvolve pesquisas patenteadas utilizando a algaroba, sendo registradas
trés tecnologias até o momento (DE MELO ALVES et al, 2019). Nessas
pesquisas, cientistas relatam a importancia social e as diferentes formas de
utilizacdo da algaroba, conforme apresentado na Tabela 2.

Dentre as possibilidades, pode-se citar o potencial para alimentacao
humana (farinha da vagem) (GONZALEZ-MONTEMAYOR et al, 2019;
BATISTA et al, 2021) e de animais (aves, bovinos, caprinos, equinos, ovinos e
peixes) (RIBASKI et al, 2009; SILVA et al, 2015, KHOBONDO et al, 2019;
AGUIAR et al, 2019). A espécie também é usada como recursos madeireiros,
para protecdo do solo, arborizacdo urbana e promogdo do bem-estar animal
pelo sombreamento de pastagens, além de servir como suporte para a
apicultura (RIBASKI et al, 2009). Em um contexto mais amplo, o género Prosopis
é usado ndo s6 para alimentacdo humana e de animais (SCIAMMARO et al,
2016), mas também para fins medicinais (ZHONG et al, 2022). Seus
componentes quimicos (flavondides, taninos, alcaloides e compostos fendlicos)
demonstram potenciais em varias biofungdes, como analgésico, anti-helmintico,
antibiético, anticancerigeno, antidiabético, anti-inflamatério; bem como efeitos
probidticos e nutricionais (DAMASCENO et al, 2017, HENCIYA et al, 2017;
PERSIA et al, 2016; ELBEHAIRI et al, 2020 DE MELO CAVALCANTE et al,
2022).

Tabela 2 - Utilizacdo de Prosopis juliflora em diferentes estudos cientificos

Categoria Forma de Utilizacao Referéncias

Vagens na alimentac¢ao de ovinos e Riet-Correa et al, 2012

caprinos
Alimentacao Vagens na alimentacao de bovinos e .
animal equinos Medeiros et al, 2012
Vagens na alimentagdo de peixes Silva et al, 2015
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Vagens na alimentacao de aves Khobondo et al, 2019
Melhorandorﬁﬁnfiiﬁgfia digestiva Dos Santos et al, 2013
Farir}ha obtida da vagem para Mon?:élliiloes;z t al
fabricagao de paes e biscoitos 2019
Producéo de cookie a partir da De Melo et al, 2020
farinha da vagem
Allilrﬂggﬁgéo Melado da vagem de algaroba Lima et al, 2020
Geleia de farinha de algaroba .
adicionada ao iogurte grego Batista et al, 2021
~ . De Carvalho et al,
Producao de cerveja 2020
Atividade antitumoral frente a Costa e Cavalcante,
células cancerigenas 2018
Medicina Identificagdo de novos terpendides
humana e ¢ AnticAncer p Malik et al, 2018
farmacos
Potencial antimicrobiano Srivastava e Aparna,
2015
Inseticida Extrato da vagem no combate a Dhivya et al, 2018
Spodoptera litura (Fabricius, 1775) y ’
Reflorestamento ~ Recuperagdo de dreas degradadas Ahirwal et al, 2017
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Fitorremediacdo  Restauracdo de solos contaminados Singh et al, 2020

Biocombustivel Produgdo de etanol a partir de vagens Leite Filho, 2020

Fonte: Elaborado pelos pesquisadores (2022)

Também é possivel verificar na literatura a associagdo da algaroba com
processos de fitorremediagdo (HAMMOND et al, 2018; SINGH et al, 2020). Essa
técnica é utilizada para remover metais pesados de solos contaminados por
meio de vegetais e microrganismos, capazes de absorver, sequestrar ou
degradar contaminantes no meio ambiente (DE SOUZA MIRANDA et al, 2022;
SARAVANAN et al, 2022; YAASHIKAA et al, 2022).

Especificamente na nutricdo animal, as vagens da algaroba sdo usadas
por apresentarem elevado potencial energético e aceitabilidade pelos animais,
tendo em vista que uma planta adulta produz de 5 a 111 kg de vagem por ano.
Além do mais, o seu pico de produgdo é no periodo seco, coincidindo com a
época de déficit de alimentos para os animais, demonstrando a capacidade de
adaptacdo e potencial de producdo e utilizacdo da algaroba em regides
semidridas (LIMA, 1984, TALPADA et al, 2003). No Brasil, a producao de
vagem de algaroba estd concentrada na regido nordeste, com uma producao
superior a 1 milhdo de toneladas, evidenciando assim seu potencial como
insumos para uso de amplo espectro (SILVA et al, 2002). Apesar da importancia
econOmica e social da P. juliflora, muito pouco se conhece sobre sua diversidade
genética, cujo conhecimento subsidiaria programas de conservagao e

melhoramento genético da espécie.

2.6 Estudos Genéticos Moleculares

A biodiversidade pode ser definida como a variacdo presente em todas
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as formas de vida, incluindo desde espécies procaridticas a eucariéticas, tais
como animais e plantas e sua informagdo genética (diversidade genética) nos
ecossistemas em que eles incidem (comunidades de espécies e seu ambiente)
(RAO e HODGKIN, 2002). A diversidade existente nos organismos pode ser
avaliada por meio de diferentes técnicas, como é mostrado a seguir.

Marcador genético é definido como um gene ou uma sequéncia de
DNA com local conhecido no cromossomo, capaz de controlar uma
determinada caracteristica que possibilite a distincio de individuos
geneticamente diferentes (NADEEM et al, 2018). E que essa caracteristica
demonstre um padrao de segregacao de alelos conforme preconizado pelas leis
mendelianas (TURCHETTO-ZOLET et al, 2017).

Os marcadores genéticos sdo importantes para o melhoramento
genético de plantas (HAYWARD et al, 2015, GARRIDO-CARDENAS et al,
2018), pois estdo diretamente relacionados com o gene alvo e atuam como sinal
ou como sinalizadores (HOFFMANN e BARROSO, 2006). Agrupados em duas
categorias, os marcadores genéticos podem ser classificados como marcadores
classicos e marcadores baseados em DNA, também conhecidos como
marcadores moleculares (NADEEM et al, 2018). Os marcadores classicos sdo
subdividos em morfolégicos (AL-ASHKAR et al, 2020), citolégicos (SINGH et
al, 2020) e bioquimicos (ABIRAMI et al, 2021), enquanto que os moleculares sdo
mais amplos (ALVES et al, 2018; CONTRERAS et al, 2020, OUAJA et al, 2021;
SANTOS et al, 2021).

A primeira classe de marcadores genéticos a serem amplamente
utilizadas para caracterizar espécies vegetais foi a de marcadores morfolégicos
(RICK e YODER, 1988). Até meados da década de 1960, os estudos envolvendo
marcadores morfolégicos eram controlados por genes associados a uma
determinada caracteristica (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1996) capaz de ser
mensurada visualmente (PEREIRA et al, 2018a) e selecionadas a partir de
genitores para os cruzamentos (HOFFMANN e BARROSO, 2006). Essa técnica é
limitada pelo nimero de caracteristicas avaliadas simultaneamente, por

diferentes estdgios da planta e por serem influenciadas diretamente por fatores
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ambientais (FONSECA e BOITEUX, 2021).

Para minimizar as desvantagens presentes nessa técnica, os mesmos sao
utilizados em conjunto com os marcadores moleculares, ampliando com maior
confiabilidade os resultados obtidos (LAM et al, 2020, CAMACHO-
VILLALOBOS et al, 2021; CHEN et al, 2021). Sao ainda hoje a base para o
melhoramento genético convencional, sendo muito utilizado em estudos de
diversidade genética, caracterizacdo de cultivares (GUDEN et al, 2019;
VALENTINE et al, 2020) e de germoplasmas (SINGH et al, 2018). Nesse
contexto, os caracteres morfoagrondmicos sao cruciais na identificagdo de
espécies passivas de uso para o melhoramento genético vegetal. Além de
fornecer informagdes que subsidia o uso sob manejo sustentdvel das espécies,
também contribui com informacdes importantes para estratégias de

conservacao (CORONADO et al, 2016, MORILLO-CORONADO et al, 2021).

Os marcadores citologicos estao relacionados com variacdes encontradas
em padrdoes de marcas, tamanho, forma, ordem e posicionamento dos
cromossomos, capazes de revelar diferencas na distribuigdo da eucromatina e
heterocromatina entre cromossomos normais e mutados (PINTO-MAGLIO et

al, 2000; JIANG, 2013; BONEA e BONCIU, 2017, MARAVILLA et al, 2021).

A construgdo dos primeiros mapas genéticos foi fundamentada a partir
desse marcador, juntamente com os morfolégicos, por meio do estoque
cromossdmico de mutacdes (aneuploidias, translocagdes, delecdes e inversoes)
(COE et al, 1988; RICK e YODER, 1988; IRZYKOWSKA et al, 2002), sobretudo
nas culturas de milho (LAWRENCE et al, 2006), tomate (MOURA et al, 2005) e
ervilha (KUMAR et al, 2012). O principio da técnica esta relacionado com a
classificacdo e avaliacdo do nimero bésico de cromossomos presente em
espécies intimamente relacionadas (BONNEMA et al, 1997; LOPEZ MEDINA et
al, 2018; YAZICILAR et al, 2021).

Embora seja uma das primeiras técnicas desenvolvidas, a evolugdo dos
marcadores citolégicos vem promovendo ferramentas cruciais para a analise

genética e gendmica de cromossomos em plantas (FIGUEROA e BASS, 2010;
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ADAWY et al, 2013; ERTURK et al, 2021), por meio de ferramentas integrativas
como imagens, genética, epigenética e informacdes citologicas que podem ser
empregadas para aprimorar a pesquisa cromossOmica e gendmica molecular

em taxons de plantas (YOUNIS et al, 2015).

Marcadores bioquimicos foram desenvolvidos, com intuito de aumentar
a especificidade de andlise na década de 60-70 (BRAMMER, 2000;
TURCHETTO-ZOLET et al, 2017). Sao baseados na técnica de eletroforese de
isoenzimas (BRAMMER, 2000), que sdao produtos primdrios de genes estruturais
(SHIELDS et al, 1983) capazes de distinguir variedade de plantas (GROVER e
SHARMA, 2016). Isoenzimas possuem heranca codominante. Segundo Vieira et
al, (2009), a utilizagdo de marcadores bioquimicos é vantajosa, pois é possivel

obter resultados num prazo entre 24 e 48 horas.

O desenvolvimento e aplicabilidade de marcadores moleculares
relacionados ao DNA ocorreram no ano de 1980 (AMITEYE, 2021).
Considerados um dos avangos mais significativos da genética molecular, esses
marcadores sdo capazes de fornecer informacoes ilimitadas sobre as sequencias
distribuidas pelo genoma vegetal (TURCHETTO-ZOLET et al, 2017) e o papel
fisioloégico e molecular de diversos genes aplicados a genética molecular em
programas de melhoramento genético (NADEEM et al, 2018). E possivel
direcionar a partir desses marcadores estudos de estratégias associadas a
caracterizacdo, a conservacao e ao uso de recursos genéticos, potencializando os

ganhos genéticos de uma determinada espécie (FALEIRO et al, 2018).

Por definicdo, marcadores moleculares sdao sequéncias de nucleotideos
(HASAN et al, 2021), capazes de detectar variabilidade presente entre
individuos (HIREMATH et al, 2021, MOTAHARI et al, 2021). A base de
polimorfismos encontrados em uma populagdo ocorre por meio da variagdao
genética como: delecdo, inser¢do, mutagdo génica, duplicacdo e translocacdo
(HASAN et al, 2021). Esta variacdo pode ser detectada através do uso de
marcadores moleculares, que sao classificados em trés categorias: I- a depender

do método de deteccao: marcadores moleculares baseados em hibridizacao ou
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em PCR; II- quanto a natureza de agdo e III- baseados em Sequenciamento

(TURCHETTO-ZOLET et al, 2017; HASAN et al, 2021).

Marcadores de hibridizacdo de primeira geracao foram utilizados pela
primeira vez na década de 1980 (YANG et al, 2015) para a construcdo de mapas
genéticos para deteccdo de polimorfismo de DNA (BOTSTEIN et al, 1980). Esses
marcadores requerem o uso de sonda de DNA marcadas para a selecao de
genes de interesse pela digestdo de amostras de DNA por enzimas de restricao
para revelar padrdes polimoérficos gerados nestas sequencias (BOTSTEIN et al,
1980; DAI e LONG, 2015). O RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) foi
o primeiro marcador baseado em DNA a ser desenvolvido a partir desta

abordagem (TURCHETTO-ZOLET et al, 2017).

Uma década depois, houve mais uma inovagdo com o advento da técnica
de PCR (Polymerase Chain Reaction) (AMITEYE, 2021). A técnica de PCR permite
que sequéncias de nucleotideos sejam amplificadas a partir do DNA gendmico
através da utilizacdo de iniciadores (MADHUMATI, 2014). Iniciadores, também
denominados de Primers sdo sequencias curtas de nucleotideos capazes de
amplificar uma regido especifica do DNA alvo durante a PCR (FREELAND,
2017; PARK e POULIN, 2020).

Quanto a natureza de agdo, os marcadores podem ser dominantes e
codominantes. Os dominantes sdo amplamente utilizados, especialmente por
nao requererem informacgdes prévias sobre o genoma das espécies a serem
avaliadas (BOREM e CAIXETA, 2009). Somente identifica presenca ou auséncia
de um determinado marcador (TURCHETTO-ZOLET et al, 2017). Enquanto os
marcadores codominantes possibilitam diferenciacdo entre individuos
homozigotos e heterozigotos (HASAN et al, 2021). Os marcadores moleculares
sdo capazes de detectar, em uma populacdo, a diversidade genética existente
(HOFFMANN e BARROSO, 2006), cuja capacidade varia de acordo com o tipo
de marcador utilizado na amostra (ZHANG et al, 2018a; ZHANG et al, 2018b;
ZHANG et al, 2022).

Marcadores genéticos moleculares tém sido aplicados com sucesso
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como ferramentas auxiliares em diferentes etapas do melhoramento genético do
género Prosopis e varios sdo os artigos que evidenciam tais aplicacdes
(POMPONIO et al, 2015; PADARIA et al, 2015; SIVALINGAM et al, 2016; RAI
et al, 2017, SHEKHAWAT et al, 2018). No género Prosopis, marcadores
microssatélites tém sido desenvolvidos através da construcdo de bibliotecas
genOmicas pelas técnicas de sequenciamento de nova geragdo (BESSEGA et al,
2013; TORALES et al, 2013; ALVES et al, 2014; GEORGE et al, 2017).

O entendimento e identificacdo dos recursos genéticos especificos de
cada espécie do género Prosopis é muito importante para programas de
melhoramento, visto que a caracterizagdo da diversidade genética esta na base
das informagdes necessérias para se potencializar a integracdo dos recursos
genéticos aos programas de melhoramento.

Diante da diversidade de marcadores moleculares, varios fatores
podem influenciar na escolha da técnica mais adequada aos objetivos do
estudo. Cada marcador molecular tem sua especificacdo, diferindo entre si
quanto ao nivel de polimorfismo detectado, a abundancia no genoma, a
especificidade de locus, a reprodutibilidade e os requisitos de deteccdo e
automatizagao da técnica (SILVA et al, 2019; GHANBARI et al, 2022).

Nesse contexto, é possivel verificar que ainda existe uma série de
questionamentos que precisam ser elucidados em relacdo as andlises de
diversidade genética comparativa e filogenéticas envolvendo populacdes de P.
juliflora no Brasil, que podem ser realizadas, por exemplo, por meio do
sequenciamento do genoma cloroplastidico (ASAF et al, 2020) ou pelo uso de
marcadores moleculares. Contudo sdo poucos os estudos dedicados as
estimativas de diversidade e estrutura genética com Prosopis juliflora (ELMEER

et al, 2011), inexistindo sobretudo com uso de marcadores ISSR.

A fim de contribuir com o conhecimento genético molecular da
algaroba, o grupo de pesquisa do Laboratério de Genética Molecular da
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (LGMA - UESB) vem

desenvolvendo estudos com a espécie desde 2015. Os resultados obtidos até o
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presente momento tém contribuido para subsidiar futuros estudos de
melhoramento genético da espécie de forma a alcancar éxito com informacdes
importante para a produgao animal como forrageira, bem como contribuir para
o manejo adequado da espécie em regides periurbanas da mesorregido centro-
sul baiano. Dentre as informacdes obtidas, pode-se citar: a existéncia de
variabilidade e a presenca de doze marcadores raros e cinco marcadores
exclusivos observados na colecao de germoplasma presente no Instituto Federal
Baiano, na cidade de Itapetinga-BA, e em acessos de oito populagdes naturais
da mesorregido centro-sul baiano, por meio do marcador molecular RGA. Além
dessas contribuicdes, resultados preliminares podem ser verificados por meio
de pesquisas em andamento no grupo LGMA - UESB com marcadores ISSR tém
mostrado promissoras para o avanco cientifico e tecnolégico da espécie P.

juliflora.

3. CONSIDERACOES FINAIS

A forma como a algaroba (Prosopis juliflora) foi introduzida no territério
brasileiro, bem como as suas aplicagdes, sobretudo na regido nordeste, faz da
algaroba um importante recurso genético. Com o avanco das pesquisas
dedicadas a caracterizacbes agrondmicas e, sobretudo, as caracterizacOes
genético-moleculares, ampliassem as informagdes necessarias para subsidiar
estratégias de conservacdo e melhoramento da algaroba. A perspectiva é que
linhas de pesquisas dedicadas ao entendimento da diversidade e estrutura
genética de Prosopis possibilitem maior seguranca e eficiéncia no uso e no

melhoramento dos recursos genéticos associados a algaroba.
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Abstract

Since characterization and selection of molecular markers are crucial steps in genetic research for plant
conservation and/or (pre) breeding, this study aimed to describe the amplification profile of Inter Simple
Sequence Repeat (ISSR) markers in Prosopis juliflora (Sw.) DC. so that the most suitable ones could be
selected. To do so, the genomic DNA of 16 individuals collected at the Federal Institute - Campus
Itapetinga, Bahia State, were extracted at the Applied Molecular Genetics Laboratory of the State
University of Southwest Bahia, in Itapetinga-BA (Brazil). The amplification profile was obtained using
23 ISSR primers, visualized after electrophoresis in 2% agarose gels, and photo-documented under
ultraviolet light; then, genotyping was performed. In total, amplification of 206 markers was observed,
with an average of nine tags per primer, a polymorphic percentage equivalent to 90% of the markers
generated; and mean polymorphic information content of 0.63. Expected and observed heterozygosity
means were similar (0.28 and 0.29, respectively). Our findings confirm that ISSR primers are suitable for
molecular-genetic studies of P juliflora. Among the 23 analyzed primers, 13 can be prioritized
(DiGA3’°G, DiCA 3'RG, DiCA 3'YG, DiGA 3'C, DiGA 3'RC, DiGA 3'T, TriCAG 3'RC, TriTGT 3'YC,
TriAAC 3'RC, TriAAG 3'RC, TriCGC 3'RC, TriGAC 3'RC, and TriGGA 3'RC) for genetic studies of P,
Juliflora.

Keywords: ISSR; Polymorphism; Prosopis juliflora; Transferability.

Resumo

Considerando que a caracterizacdo e selecdo de marcadores moleculares é uma etapa importante para
subsidiar pesquisas genéticas dedicadas a conservagdo e, ou, (pré) melhoramento, o presente estudo
caracterizou o perfil de amplificacdo de marcadores Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) em Prosopis
Juliflora (Sw.) DC. e selecionou aqueles que apresentaram perfil mais adequado. Para tanto, foram
extraidos no Laboratério de Genética e Molecular Aplicada, da Universidade Estadual do Sudoeste da
Bahia, em Itapetinga-BA, o0 DNA gendmico de 16 individuos coletados no Instituto Federal, Campus
Itapetinga, Bahia. O perfil de amplificacéo foi obtido com uso de 23 iniciadores ISSR, visualizado ap6s a
eletroforese em géis de agarose a 2%, fotodocumentado com incidéncia de luz ultravioleta e, em seguida,
foi realizada a etapa de genotipagem. No total foram observadas amplificacdo de 206 marcadores com
média de nove marcas por iniciador, percentual polimérfico equivalente a 90% dos marcadores gerados;
conteudo de informagdo polimérfica médio de 0,63. Os valores médios de heterozigosidade esperada e
observada foram semelhantes, com 0,28 e 0,29, respectivamente. Os resultados confirmam que o0s
iniciadores ISSR possuem caracteristicas adequados para estudos genético-moleculares em P. juliflora,
sendo possivel destacar entre os 23 iniciadores, 13 a serem priorizados (DiGA3’G, DiCA 3'RG, DiCA
3'YG, DiGA 3'C, DIiGA 3'RC, DiGA 3T, TriCAG 3'RC, TriTGT 3'YC, TriAAC 3'RC, TriAAG 3'RC,
TriCGC 3'RC, TriGAC 3'RC e TriGGA 3'RC) em estudos genético de P. juliflora.

Palavras-chave: ISSR; Polimorfismo; Prosopis juliflora; Transferabilidade.

Resumen

Considerando que la caracterizacion y seleccion de marcadores moleculares es un paso importante para
apoyar la investigacion genética dedicada a la conservacion y, o, (pre) mejora, el presente estudio
caracteriz6 el perfil de amplificacion de los marcadores Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) en Prosopis
Juliflora (Sw.) DC. y seleccionado aquellos con el perfil mas adecuado. Para eso, fueron extraidos en el
Laboratorio de Genética Aplicada y Molecular, de la Universidad Estadual del Sudoeste de Bahia, en
Itapetinga-BA, el DNA gendémico de 16 individuos recolectados en el Instituto Federal, Campus
Itapetinga, Bahia. El perfil de amplificacion se obtuvo utilizando 23 iniciadores ISSR, visualizados
después de electroforesis en geles de agarosa al 2%, fotodocumentados bajo luz ultravioleta y luego se
realizé el paso de genotipado. En total se observo amplificacion de 206 marcadores, con un promedio de
nueve marcas por iniciador, porcentaje polimorfico equivalente al 90% de los marcadores generados;
contenido medio de informacion polimorfica de 0,63. Los valores medios de heterocigosidad esperada y
observada fueron similares, con 0,28 y 0,29, respectivamente. Los resultados confirman que los
iniciadores ISSR tienen caracteristicas adecuadas para estudios genético-moleculares en P. juliflora,
pudiendo destacarse entre los 23 iniciadores, 13 a priorizar (DiGA3’G, DiCA 3'RG, DiCA 3'YG, DiGA
3'C, DIGA 3'RC, DiGA 3T, TriCAG 3'RC, TriTGT 3'YC, TriAAC 3'RC, TriAAG 3'RC, TriCGC 3'RC,
TriGAC 3'RC e TriGGA 3'RC) en estudios genéticos de P. juliflora.

Palabras clave: ISSR; Polimorfismo; Prosopis juliflora; Transferibilidad.
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1. Introduction

Mesquite (Prosopis juliflora Sw. DC.) (Linneaus, 1753) (Fabaceae:
Mimosoideae) (RIBASKI et al., 2009; BURNETT, 2017) is an allogamous, xerophytic
evergreen, C3 plant (PASIECZNIK et al., 2004; HUSSAIN et al., 2019). Its flowering
occurs between the second and third year of life, from April, July, and September until
November (RIBASKI et al., 2009). Pollination is carried out mainly by Appis mellifera
L. and Trigona fuscipennis Friese (DE SOUSA et al., 2016). Its fruits are yellowish
indehiscent pods (ABD EL HALIM et al., 2015). For this species, dispersal and habitat
are decisive for its survival (YODA et al., 2015; DE SOUZA NASCIMENTO et al.,
2020) and take place in different plant strata by animal grazing (mules, cattle, and
camels) (GONCALVES et al., 2013; DE SOUZA NASCIMENTO et al., 2020; AL-
WARDY et al., 2021).

Native to Mexico, Central America, and some South American countries
(NASCIMENTO et al., 2014), its efficiency in colonizing arid environments
(HUSSAIN et al., 2019) is mainly related to rapid growth and drought resistance
(YASUDA et al., 2014; APG 1V, 2016). Therefore, it has been introduced in countries
with arid and semi-arid climate, such as Sudan, Sahel, South Africa, India, and Brazil
(BEALE et al., 2020). This species entered Brazil in 1942, 1946, and 1952 (SILVA,
2000; BURNETT, 2017) due to its forage potential (pods) to feed herds in periods of
grazing scarcity (BELMONT et al., 2016).

In Brazil, mesquite is known as algaroba and is found from Northeast (Alagoas,
Bahia, Ceard, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte States) to South (Rio
Grande do Sul State) (MORIM, 2015). It plays a major role for the country's economy
(RIBASKI et al., 2009; BURNETT, 2017) as nutritional additive for animals (AGUIAR
et al., 2019; KHOBONDO et al., 2019), raw material for the pharmaceutical industry
(SHARIFI-RAD et al., 2019), human feeding (LIMA et al., 2020; DE MELO
CAVALCANTE et al., 2022), production of bioethanol (DE MELO ALVES & LEITE
FILHO, 2020) and alcoholic beverages ( DE CARVALHO et al., 2020), and coal
mining industry (CIRILO et al., 2021), as well as making of boards, stakes, and fences
in farms (RODRIGUES et al., 2013).

Despite its several uses; little is known about mesquite genetic diversity.

Molecular-genetic studies are essential for management and conservation strategies or
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breeding studies (FALEIRO et al., 2018). Indeed, genetic characterization based on

molecular markers includes defining a molecular marker to be used among available
options, the Inter Simple Sequence Repeat (ISSR). These dominant inheritance markers
can be used in any species, as previous genomic knowledge is needless, making them a
promising tool for genetic studies of plant populations (SARMA & TANTI, 2017).

Besides defining markers, primers must also be selected. If previous
characterizations do not exist or are insufficient, characterization and selection of
primers becomes a priority step. As mesquite is essential for Northeastern Brazil
development and genetic-molecular information on this species are scarce, this study
aimed to characterize the amplification profile and select ISSR primers to support
genetic studies in P. juliflora.

2. Methodology

Our research was carried out at the Applied Molecular Genetics Laboratory of
the State University of Southwest Bahia (UESB, Itapetinga - Ba) and registered in the
National System for Management of the Genetic Heritage and Traditional Knowledge
Associated (SISGEN), under registration number AFFOE34. The botanical material was
deposited in the Herbarium of the State University of Santa Cruz (UESC) under
registration number: RG-14435. Leaf samples of P. juliflora were collected from the
Federal Institute, Campus de Itapetinga, Bahia, at the geographic coordinates:
15°14'57.8" S latitude and 40°13'53.4" W longitude, in southwestern mesoregion of
Bahia State (Brazil).

2.1 Genomic DNA Extraction, Purification, and Quantification

Genomic DNA extraction followed a protocol adapted and selected for the
species (Santos et al., 2021a), according to method of Sunnucks and Halles (1996).
First, 0.4 g young leaf tissue was macerated in 3.0 mL SDS buffer (sodium dodecyl
sulfate), without liquid nitrogen and - mercaptoethanol additions. Then, DNA was
quantified using a 1% (w/v) agarose gel electrophoresis run, stained with 0.2% (w/v)
Red Invitrogen Gel BiotiumTM. To do so, we used a series of known concentrations of
Lambda phage DNA (InvitrogenTM) for calibration. Afterwards, DNA purity was
estimated by absorbance ratios A260/230 and A260/280, respectively, using
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BioDropTM pLITE (Whitehead Scientific). After obtaining genomic DNA

concentrations, samples were standardized at 2 ng pL.-1 and stored in a -20 °C freezer.

2.2 Amplification of Genetic Material

Polymerase chain reaction (PCR) was performed in a VeritiTM 96-Well
Thermal Cycler (Applied BiosystemsTM), using 23 ISSR primers (Table 1) in 16 P.
juliflora samples. The PCR was prepared with 8 uLL. 2 ng DNA, 1.7 uL 10x PCR buffer
[20 mM Tris-HCI (pH 8.4) and 50 mM KCl], 1.0 uL MgCl12, 1.0 pL dNTP mix, 3.19 pL
Milli-Q water, 0.11 pL Taq DNA polymerase (LGC biotechnology), and 1.0 uL each
primer, totaling a final volume of 16 pL per reaction. The amplification program
consisted of the following steps: initial denaturation at 95 °C for 5 min, followed by 34
cycles (94 °C for 50 s for denaturation, 48 °C for 60s for annealing, and 72 °C for 60 s

for extension), and a final extension at 72 °C for 5 min.

2.3 Data Analysis

Amplification products were visualized in a 2% (m/v) agarose gel
electrophoresis run with 5x TBE running solution for 120 minutes at 110 v. After
electrophoresis, gels were analyzed in a transilluminator (Kodak) under ultraviolet light.
The resulting images were used to classify primers as: (I) adequate, when the marker
amplification profile is present in most individuals; or (I1) inadequate, when there were
no tags or the marker amplification was limited to a few individuals.

Moreover, total number of markers and polymorphism percentage were
estimated using the GenAlex 6.5 software (SMOUSE and PEAKALL, 2012). Expected
heterozygosity (He) was obtained as proposed by Nei (1987), using the formula: He =
1- Xpi?; wherein pi is the estimated allele frequency. Finally, polymorphic information

content (PIC) values were calculated according to Botstein et al. (1980), as follows:

n

n n
IC=1—ZP?—Z Z 2p; pj
=1

i i=1j=1+1
wherein pi is the frequency of the i-th allele of the studied locus.
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3. Results and Discussion
The 23 ISSR primers evaluated in the 16 P. juliflora individuals generated

reproducible and easily scorable amplification profiles in the agarose gels. Thus, they

were classified as adequate for the species (Figure 1).

Figure 1 - Amplification profile of four Inter Simple Sequence Repeat primers (DiGA
3’T; TriCAG 3’RC; TriAAG 3’RC; TriCGC 3’RC) in samples of Prosopis juliflora
(SW.) DC.

ISSR DiGA 3'T ISSR TriCAG 3'RC koD

1kbp DNA

DNA ladder
ladder

ISSR TriAAG 3'RC ISSR TriCGC 3'RC 1kbp

1kbp DNA

DNA ladder
ladder [

e

Cana™ At e

Source: Authors, (2022).

From the amplification profiles, 206 markers were observed, averaging nine
markers per primer used. The average polymorphism observed was 88.5%, ranging
from 44.4% for the TriCAC'YC primer to 100% for the DiGA3°G, DiCA 3'RG, DiCA
3'YG, DIGA 3T, TriCAC 3'RC, TriCAC 5'CY, TriCAG 3'RC, TriTGT 3'YC, TriAAC
3RC, TriAAG 3'RC, TriTGG’RC, TriGAC 3'RC, and TriGGA 3'RC (Table 1).
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Although scarce, studies using ISSR markers in P. juliflora have also shown a high
number of markers as we did in this study. While estimating similarity between P.
juliflora (SW.) DC. and P. cineraria L. (Druce), EImeer and Almalki (2011) identified
109 markers from 29 ISSR primers, an average below 4 markers per primer. These
authors also observed a high polymorphism as in our study (88.5% on average), finding
polymorphism in 108 of the 109 markers obtained.

Table 1. Amplification profile characterization and genetic diversity index of Prosopis
juliflora (Sw.) DC., using 23 ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) primers.
Total %

Primer Sequence . He PIC
tags  Polymorphism
DiGA3’G (CA)8G 9 100.0 0.28 0.84
DiCA 3RG (CA)8BRG 12 100.0 0.29 0.69
DICA 3'YG (CA)8YG 11 100.0 0.16 0.96
DiGA 3C (GA)8C 11 90.9 0.24 0.67
DIiGA 3RC (GA)BRC 11 90.9 0.32 0.75
DiGA 3T (GA)8T 10 100.0 0.32 0.70
TriCAC 3RC  (CAC)5RC 5 100.0 0.33 0.53
TriCAC3YC (CAC)5YC 9 44.4 0.15 0.28
TriCAC5'CY CY(CAC)5 5 100.0 0.48 0.50
TriCAG 3RC  (CAG)5RC 11 100.0 0.26 0.84
TriGTG 3YC (GTG)5YC 4 75.0 0.25 0.47
TrTGT 3'YC (TGT)5YC 11 100.0 0.20 0.90
TrAAC 3RC (AAC)5RC 11 100.0 0.22 0.91
TrAAG 3'RC  (AAG)5RC 12 100.0 0.26 0.86
TrACA3RC (ACA)5RC 6 66.6 0.30 0.44
TrAGA 3'RC  (ACG)5RC 7 714 0.17 0.45
TriTGG’RC  (CGC)5RC 8 100.0 0.34 0.50
TriCGA 3RC (GCA)5RC 5 60.0 0.22 0.30
TriCGC 3RC  (GGA)5RC 12 90.9 0.34 0.68
TriGAC 3RC (GCA)5RC 10 100.0 0.32 0.56
TriGCA3RC (GCA)5RC 8 75.0 0.29 0.52
TriGCC 3RC  (CGC)5RC 7 714 0.37 0.46
TriGGA 3'RC  (GGA)5RC 11 100.0 0.35 0.75
Average 8.95 88.5 0.28 0.63

He= Expected heterozygosity; PIC= Polymorphic information content.
Source: Authors, (2022).

By studying genetic diversity and gene flow in P. cineraria, Sharma et al. (2011)
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used the markers Simple Sequence Repeat (SSR) and Directed Amplification of
Minisatellite-region DNA (DAMD) and also verified a high polymorphism percentage;
such high polymorphism was found for 8 SSR markers and ranged from 75.0% to
100.0%, and an average of 92% was inferred for this marker. These polymorphism
values found by these authors were higher than those obtained in our study.
Furthermore, similar characterizations of P. juliflora made with primers analogous to
resistance genes (RGA) have generated an average of 5.7 markers per primer (SANTOS
etal., 2021b).

In this study, expected heterozygosity (He) for the 23 ISSR primers ranged from
0.15 (TriCAC primer 3'YC) to 0.48 (TriCAC primer 5'CY), averaging 0.28 (Table 1).
Alves et al., (2014) developed and characterized 10 and 13 SSR primers for future
genetic diversity studies in anthropized areas of South America. These authors observed
He estimates for the genus Prosopis from 0.000 in Prosopis rubriflora Hassl. for Prb2
to 0.884 in Prosopis ruscifolia Gris for Prsc11. In Bolivia, Bessega et al., (2018) studied
genetic diversity and differentiation in three Prosopis alba Griseb populations under
different human disturbance levels and at different altitudes; they used 10 SSR
microsatellites and observed that He ranged from 0.00 for GLP to 0.73 for GL12. As for
Alves et al. (2014), variations in the species P. juliflora can be justified by anthropic
pressures in areas where it is found, mainly cattle ranching, and/or its reproductive
patterns. According to Zanella et al. (2012), the reproductive system of a target species
should be known, as it can influence its population genetic variability.

In this study, mean PIC was 0.63, ranging from 0.28 (primer TriCAC 3'YC) to
0.96 (primer DICA 3'YG). These findings are close to those of selection and
characterization studies using microsatellite markers (SSR), such as those by Bessega et
al. (2013) in P. alba (0.22 to 0.79) and P. chilensis (0.00 to 0.78) and by Alves et al.
(2014) in P. ruscifolia (0.289 to 0.883) and P. rubriflora (0.073 to 0.791). Botstein et al.
(1980) proposed that PIC values lower than 0.25 are poorly informative, between 0.25
and 0.50 moderately informative, and above 0.5 very informative; therefore, ISSR
primers are adequate and at least moderately informative. In this sense, 17 primers of
the primers analyzed in this study can be classified as very informative, that is, with a
PIC value > 0.5 (Table 1). Moreover, for Muhammad et al. (2017), PIC variation

depicts the diverse nature of genotypes.
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Characterization and selection of primers have become increasingly frequent,
including ISSR primers, as these are used in genetic studies for several native species,
whose genome is still unknown (SHARMA et al.,, 2011; OLIVEIRA et al., 2017;
WANG et al., 2017).

Given the importance of molecular markers and especially the scarcity of
available primers, criteria and studies dedicated to the prior selection of primers should
be prioritized. In this sense, some studies in the literature may be highlighted, for
instance those in Croton tetradenius Baill (ALMEIDA-PEREIRA et al., 2017) and Zea
mays L. (MUHAMMAD et al., 2017), as well as those on selection of markers
analogous to resistance genes in P. juliflora (Santos et al., 2021b).

The polymorphic profile of ISSR primers observed in this study varied widely
(88.5%). In this sense, Silva et al. (2018) described the importance of studies on
amplification of ISSR markers, as monomorphic percentages may vary from one sample
to another. Moreover, Santos et al. (2021b) proved the efficiency of RGA markers in a
pioneering study on characterization and selection in P. juliflora. These authors reached
He and PIC values from 0 to 0.38 and from 0 to 0.29, respectively. Although lower than
our findings on He and PIC, of the 17 RGA primers tested by Santos et al. (2021b), 12
were highly polymorphic and can be used to investigate genetic variability in further
studies on mesquite. Almeida-Pereira et al. (2017) also proved the effectiveness of ISSR
markers to estimate genetic variability among accessions of the species C. tetradenius,
which is endemic to northeastern Brazil.

Despite the naturally existing differences among the species and/or genera above
mentioned, as well as among molecular marker classes, the averages of number of
markers and percentage of polymorphism observed in P. juliflora denote that ISSR
primers appear to be promising for different genetic studies for species belonging to the
genus Prosopis.

Our amplification profile and PIC results attest to the efficiency of ISSR primers
for future molecular analyses in P. juliflora, without changing amplification process,

saving time and resources in developing new markers.

4. Conclusion

The ISSR markers show good transferability and a high percentage of
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polymorphism for the 16 individuals of mesquite (P. juliflora) considered in this study.
Among the primers, 13 can be highlighted (DiGA3'G, DICA 3'RG, DiCA 3'YG, DiGA
3 'C, DIiGA 3'RC, DiGA 3T, TriCAG 3'RC, TriTGT 3'YC, TriAAC 3'RC, TriAAG
3'RC, TriCGC 3'RC, TriGAC 3'RC, and TriGGA 3'RC) for being adequate for genomic
DNA amplification in the species, have polymorphic profile and can be classified as

very informative.
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RESUMO

No Brasil, o levantamento da diversidade e estrutura genética de Prosopis juliflora
(Sw.) DC. aconteceu pela primeira vez em 1984. Nas décadas seguintes, os estudos com
essa tematica alcangaram uma perspectiva inversamente proporcional a naturalizacdo da
espécie, visto que a medida que a espécie conquistava o ambiente, pouco se sabia sobre
sua diversidade e estrutura genética no pais. Recentemente, o cenario de pesquisas
dedicadas a caracterizacdo genética populacional foi retomado com estudos realizados
com uso dos marcadores moleculares Resistance Genes Analog e Inter Simple Sequence
Repeat. A despeito da escassez destes estudos, os resultados gerados com pesquisas
dessa natureza sdo indispensaveis para programas de manejo de populacdes

naturalizadas. Assim, objetivou-se com esta pesquisa conhecer a diversidade e estrutura
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genética em populacBes naturalizadas de P. juliflora ao longo do sudoeste da Bahia. Os
11 iniciadores ISSR testados geraram 190 marcadores polimorficos, com percentual de
polimorfismo aproximado de 97% e diversidade genética de Nei variando de 0,06 a
0,30. A Anélise molecular de variancia revelou a existéncia de estrutura genética entre
as populagdes e, por sua vez, a analise Bayesiana indicou uma estruturacdo dos 192
acessos em trés grupos (K) com a presenca de trés pools génicos. Os resultados obtidos
no presente estudo além de subsidiar expedicdes que necessitem de adequada
amostragem da diversidade existente, devera auxiliar no entendimento da complexidade

genética presente na espécie P. juliflora em ambientes naturalizados.

Palavras-chave: Algaroba, Variabilidade genética, ISSR, Recursos genéticos vegetais

naturalizados.

1. INTRODUCAO

A algaroba (Prosopis juliflora Sw. DC.) (Linneaus, 1753) é uma espécie
arbustivo-arborea perene (ABD EL HALIM et al., 2015) com altura de 3 a 12 metros
com reproducdo alégama e autoincompatibilidade (PASIECZNIK et al., 2004;
MORIM, 2015). As flores sdo agrupadas em inflorescéncias branco-esverdeadas e/ou
amareladas com a idade (RIBASKI et al, 2009) e suas vagens (frutos) apresentam
coloragdo amarelada (ABD EL HALIM et al., 2015) e dimensGes variadas (PEREIRA et
al., 2018). A espécie é encontrada naturalmente em regides tropicais da América Central
(El Salvador, Guatemala, Honduras, Nicaragua, Panama e Costa Rica), América do
Norte (México) e América do Sul (Colémbia, Equador, Peru e Venezuela)
(PASIECZNIK et al., 2001; RIBASKI et al., 2009).

Inicialmente, foi introduzida de forma intencional na Africa do Sul, Brasil, india,
Sahel e Sudao (BEALE et al., 2020) para o fornecimento de servigcos importantes para
comunidades locais, como forragem e madeira (RIBASKI et al., 2009). A extenséo da
invasdo de P. julifora estd difundida a nivel global, sendo registrada em 103 paises
tropicais e subtropicais (EDRISI et al., 2020). No Brasil, o primeiro registro de
introducgdo da espécie foi em 1942 (BURNETT, 2017). Devido as caracteristicas do solo
e disperséo de sementes (NASCIMENTO et al., 2014), a algaroba ocupa atualmente
biomas que sofrem intenso processo de antropizacdo, como é o caso da Caatinga,
Cerrado e Mata Atlantica (DE SOUZA NASCIMENTO et al., 2020). Além disso, a
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presenca da algaroba também é relatada nos biomas Floresta Amazodnica, Pampa e
Pantanal (REIS et al., 2022).

A tematica da introducdo de espécies exoticas invasoras (EEI) foi considerada
um fator limitante para a biodiversidade, em propor¢do mundial em 1992, durante a
ECO 92, quando foram estabelecidas as bases para a Convencdo Internacional sobre
Diversidade Bioldgica (CDB) (MMA, 2000; LEAO et al., 2011; RIPPLE et al., 2017).
Neste mesmo ano, o0 mundo recebeu um alerta da comunidade cientifica sobre as
implicacdes futuras do crescimento populacional continuo e das consequéncias
negativas de suas atividades, por vezes predatorias, sobre a biodiversidade e os recursos
naturais (KENDALL, 2000).

As discussdes relacionadas as espécies exdticas invasoras decorrem
especialmente do fato destas espécies serem promotoras de distirbios a biodiversidade
nativa e de potenciais desequilibrios ao ecossistema em que sdo inseridas (LEAO et al.,
2011). Para além dos aspectos ecoldgicos, consequéncias econémicas (IUCN, 2000;
CDB, 2002) e prejuizos a salude humana passaram também a serem atribuidos e
associados com as EElI (MAZZA et al., 2014; LAZZARO et al., 2018). Neste contexto
geral, depois da destruicdo de habitats (OLMSTEAD, 2006), espécies exaticas
invasoras sdo consideradas a segunda causa global da perda de biodiversidade e
extingdo de espécies nativas (RIPPLE et al., 2017; PYSEK et al., 2020), contribuindo e
guardando relacdo direta com a problematica das mudancas climéaticas e ameacas a
biodiversidade nativa (KENDALL, 2000; YOUNG e LARSON, 2011; RAI e SINGH,
2020).

A efetiva acdo e influéncia das espécies invasoras perpassa a naturalizacao de
uma planta exotica invasora (SANTOS e CALAFATE, 2018), classificada assim por ser
capaz de se adaptar e reproduzir em um novo ambiente (RICHARDSON et al, 2000),
sobretudo sem que haja intervengdo humana para garantir sua reproducao e manutengéo
no ambiente (YAN et al., 2019). Essa adaptacdo se deve, inclusive, as caracteristicas
botanicas e fisiologicas presentes nas espécies naturalizadas que se tornam funcionais
durante o processo de colonizacdo de um habitate (JUNAEDI et al., 2021). Tais
caracteristicas, que culminam e justificam a condicdo de planta exoética invasora ja
naturalizada no Brasil, estdo presentes na espécie P. juliflora , popularmente conhecida
como algaroba. Em sintese, a algaroba é capaz de promover a fixacdo de nitrogénio

(SADEQ et al., 2020), aumentar a atividade microbiana e de nutrientes do solo (XU et

75



al., 2022), e ainda possui um crescimento rapido (APG IV, 2016) e uma resisténcia a
seca (YASUDA et al., 2014), caracteristica de muitas regides brasileiras.

A despeito das limitacGes e/ou prejuizos inerentes a planta exdtica invasora, é
necessario considerar também os beneficios ambientais, sociais e econdmicos
observados a partir do uso de espécies naturalizadas como a algaroba. Dentre esses
beneficios, se registra: servir de recurso floral para espécies nativas (DE SOUSA et al.,
2016), apresentar potencial fitorremediador (SINGH et al., 2017; HAMMOND et al.,
2018; CHAUDHARY et al., 2019; SINGH et al., 2020) e pode desempenhar papel
relevante na economia de uma regido (SHARIFI-RAD et al., 2019; LEITE FILHO,
2020; CIRILO et al., 2021; DE MELO CAVALCANTE et al., 2022). Naturalmente,
diante das potencialidades existentes para uma espécie, independente de tratar-se de
uma planta exotica invasora naturalizada, ¢ fundamental conhecer sobre a espécie
quando se pensa em estratégias de uso (IUCN, 2000; MCNEELY et al., 2001),
incluindo agdes eficientes de monitoramento/mapeamento (WAKIE et al., 2014),
controle (WAKIE et al., 2016) e manejo (LIMA et al, 2005; RANI e
VENKATACHALAM, 2022).

O conhecimento sobre a diversidade genética presente na algaroba no Brasil
ainda € limitado, tendo em vista que o primeiro estudo ocorreu em 1985 através de
marcadores bioquimicos (isoenzimas), fazendo inferéncias sobre a base genética e
perspectiva de melhoramento genético da espécie no nordeste do pais (PIRES e
KAGEYAMA, 1985). Apos esse periodo, estudos com os marcadores moleculares
Simple Sequence Repeat (SSR) (FREITAS, 2017; FREITAS et al., 2019), Resistance
Genes Analog (RGA) (SANTOS et al., 2021b) e Inter Simple Sequence Repeat (ISSR)
(ANJOS et al., 2022b) podem ser considerados um marco da retomada das pesquisas
sobre a diversidade genética da algaroba no pais. Em um contexto global, a diversidade
genética da algaroba também foi investigada através da técnica de sequenciamento
automatico no Catar (Asia Ocidental) (SALEH et al., 2022).

Estudos com marcadores moleculares tém sido amplamente utilizado para
elucidar a diversidade e estrutura genética em leguminoseas (YANG et al., 2016;
ALVES et al.,, 2018; BESSEGA et al., 2021).Por meio do uso de marcadores
moleculares é possivel prever o processo de evolugdo da invasdo de uma determinada
espécie (OSIPOVA et al., 2021). Também é possivel conhecer sobre a diversidade e

estrutura genética populacional de plantas nativas (ZERBO et al., 2017) e introduzidas
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(CASTILLO et al., 2021), fluxo génico (BESSEGA et al., 2018), bem como esclarecer a
forma que a diversidade genética impulsiona a capacidade adaptativa da mesma no
ambiente (JOCIENE et al., 2022).

Dentre os diversos marcadores moleculares disponiveis e tendo em vista que a
escolha destes, em estudos genéticos, devem levar necessariamente em consideragao o
contexto da pesquisa e da estrutura disponivel, é possivel destacar, para estimativas de
diversidade e estrutura genética em populac6es de algaroba, os marcadores Inter Simple
Sequence Repeat (ISSR). Estes marcadores sdo considerados dominantes (AMITEYE,
2021) que utilizam pouco material genético (DNA) em suas anélises (HAQ et al., 2022)
e ndo requerem estudos preliminares para desenvolvimento de iniciadores espécie
especificos (AMITEYE, 2021). Portanto, sdo considerados marcadores acessiveis,
sobretudo quando comparados a marcadores codominantes e/ou baseados em
sequenciamento (FAISAL et al. 2012), além de serem confidveis (HATZILAZAROU et
al., 2021), altamente polimérficos (GEMMILL et al., 2021; PARAB et al., 2021),
eficientes (AKHTAR et al., 2021) e precisos para realizar agrupamento de espécies
vegetais com bases em suas origens geograficas (NAZIR et al., 2021). Dessa forma, os
marcadores dominantes, embora ndo apresente diferenca entre os alelos dominantes e
recessivos, sao utilizados com sucesso em estudos de diversidade genética (SHEIKH et
al., 2021) e estrutura populacional (FLIHI et al., 2022).

Diante do exposto, objetivou-se estimar a diversidade e estrutura genética de
Prosopis juliflora (Sw.) DC. (algaroba) em acessos de populagdes naturalizadas,

visando contribuir para o entendimento da dindmica populacional da espécie.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material botanico

O estudo foi realizado a partir da amostragem de 192 acessos de algaroba
(Prosopis juliflora Sw. DC.) obtidos de treze populagdes naturalizadas, localizadas nos
municipios de Caculé, Anagé, Itambé, Itapetinga, Ibiassucé, Urandi, Guanambi e
Malhada de Pedra, na reagido Sudoeste da Bahia, no periodo de 2019 a 2022 (Figura 1).
Devido a grande quantidade de individuos presente no municipio de Itapetinga, o
mesmo foi subdividido em seis subpopulagfes. As amostras foliares jovens foram

coletadas e encaminhadas ao Laboratério de Genética Molecular Aplicada (LGMA), da
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Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB, Itapetinga — BA). Amostra
boténica foi depositada no Herbéario da Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC,
Ilhéus - BA) sob o nimero de registro RG-14435, e a pesquisa registrada no Sistema
Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado

— SisGen (registro numero AFFOE34).

Figura 1. Localizacdo dos 192 acessos de Prosopis juliflora (SW) DC., distribuidos em
treze populacbes naturalizadas, presente nos municipios de Itapetinga, Caculé, Urandi,
Ibiassucé, Guanambi, Malhada de Pedra, Itambé e Anagé, na regido sudoeste da Bahia.
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2.2 Obtencdo de DNA gendmico

A extracdo e purificagho do DNA gendmico foi realizada por meio da
metodologia de Sunnucks e Halles (1996) modificada por Santos et al., (2021c), onde
foram maceradas, sem adi¢ao de nitrogénio liquido e -mercaptoetanol, 0,4g de folhas
jovens de algaroba em 3,0 mL de tampdo SDS (dodecil sulfato de sédio) e, ap6s a
extracdo, as amostras de DNA gendmico foram armazenadas a -20°C, até as analises
moleculares. A quantificagdo, pureza e verificacdo da qualidade das extracGes foram

estimadas com uso do espectrofotometro (BioDrop pLITE (Whitehead Scientific). O
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DNA quantificado foi corado com gel Red Biotium Invitrogem®) a 0,2% (p/v), tendo
como padrdo de compara¢do uma série de concentragdes conhecidas do fago Lambda
Invitrogem® e visualizado a partir da corrida de eletroforese em gel de agarose a 1%
(p/v), fotodocumentados em sistema com incidéncia de luz ultravioleta e padronizado a

uma concentragdo de 2 ng. uL-".

2.3 Amplificacdo do material genético

A amplificacdo em cadeia de polimerase (PCR) do DNA alvo foi realizada com
uso de 11 iniciadores ISSR (DiGA3’G, DiCA 3'YG, DiGA 3'C, DiGA 3'RC, DiGA 3'T,
TriCAG 3RC, TriAAC 3'RC, TriAAG 3'RC, TriAGA 3'RC, TriCGC 3'RC e TriGAC
3'RC) previamente caracterizados e selecionados por Anjos et al., (2022b) para
algaroba. As amplificacGes foram realizadas em termociclador Veriti 96 Well Thermal
Cycler Applied Biosystems® com uma desnaturacdo inicial a 95 °C por 5 minutos,
seguida por 34 ciclos (composto por 94°C por 50s para desnaturacao, 48°C por 60s para
anelamento e 72°C por 60s para extensdo) e uma extensdo final a 72°C por 5 minutos.
As solucdes adotadas para as reagdes de PCR continham 8 pl. de DNA a 2 ng, 1,7 uL
de tampéo para PCR 10X (20 mM Tris-HCI [pH 8,4] ¢ 50 mM de KCI), 1,0 uL de
MgCl12, 1,0 uL de dNTP mix, 3,19 pL de agua Milli-Q, 0,11 pL de Tag DNA
polimerase (LGC biotecnologia) e 1,0 pL de cada iniciador. Os produtos da PCR foram
analisados em gel de agarose a 2% (p/v) em tampdo TBE 0,5x e visualizados em

sistema de fotodocumentacgdo com incidéncia de luz ultravioleta.
2.4 Analises de dados e estimativa da diversidade genética em P. juliflora

Os padrdes de amplificacdo foram avaliados por dois pesquisadores de forma
independente, com intuito de diminuir o viés falso-positivo da analise, e 0 consenso
destas observacfes adotado para a construcdo de uma tabela de dados binarios, sendo
atribuido 1 para presenca, 0 para auséncia de amplificacbes e 9 para dados
inconclusivos. A partir desta tabela de dados binarios, foram realizadas analises
descritivas e estimadas da diversidade, diferenciacéo e estrutura genética em populagdes

através dos seguintes parametros: indice de diversidade de Nei (h) (NEI, 1978), onde,

— k .2
h=1-21%"
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diversidade total (H ), variabilidade dentro das populagdes (H ), diferenciacdo genética
(G s7) (NEI, 1987)

(HT - HS) _ 1 _HS
HT - HT

GST =

O Polymorphism Information Content (PIC) Botstein et al. (1980) também foi

calculado, adotando-se a equacao:
PIC=1-XL,pf - XL, Zjn=1+12pi2 pjz

O PIC quantifica a informacdo do locus marcador e este diretamente
relacionado aos alelos e sua frequéncia. Segundo Botstein et al, (1980), os indices
abaixo de 0,25 sdo poucos informativos; entre 0,25 e 0,50, medianamente informativos
e acima de 0,50 muito informativos. Para marcadores dominantes, como o ISSR, 0,50 é
o valor méximo alcancado (CHESNOKOV e ARTEMYEVA, 2015).

A andlise de variancia molecular (AMOVA) (EXCOFFIER et al., 1992) foi
utilizada com o intuito de medir as variacdes genéticas dentro e entre as populagdes.
Para determinar a variacdo genética geral e avaliar a importdncia dos grupos
populacionais, por meio do valor de PhiPT médio, andlogo ao indice de fixacdo de
Wright Fst (WRIGHT, 1965), foram consideradas 999 permutacGes. O valor de PhiPT

foi determinado pela equacao,
(PhiPT = AP/ (WP + AP) = AP / Total Est.Var), onde

AP é a variagdo estimada entre populactes e WP ¢é a variacdo estimada dentro
das populagdes. PhiPT > 0 indica diferencas genéticas entre as popula¢des. Quando o
PhiPT € > 0,25 sugerem uma grande diferencia¢do entre subpopulagdes. PhiPT entre
0,15 e 0,25 mostra diferenciacdo moderada e, PhiPT < de 0,05, uma diferenciagédo
insignificante.

A analise de coordenadas principais (PCoA) foi utilizada para visualizar a
diferenciacdo/relacfes genéticas entre os 192 acessos. A anélise Bayesiana foi realizada
através da ferramenta online Structure Harvester verséo 0.6.94 (EARL e VONHOLDT,
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2012) para estimar o nimero 6timo de K, para alocar 0s agrupamentos em um ndmero
de pool génicos (K). A escolha do K mais provavel foi realizada segundo o método
descrito por Evanno et al., 2005). O método prediz a possibilidade de ocorrer
miscigenacdo ou fluxo génico entre populac@es (admixture model). Esta analise foi
executada 20 vezes para 0s possiveis pools génicos (K) testados, onde cada execucao
consistiu em 100.000 e 1.000,000 de randomizagdes realizadas via Cadeia de Markov e
Monte Carlo (MCMC).

O conjunto das analises descritivas, AMOVA e PCoA foram realizadas com
uso dos programas POPGENE versdo 1.32 (YEH et al., 1997), GenALEX v.6.5
(PEAKALL e SMOUSE, 2006) e GENES (CRUZ, 2006). Por sua vez, as estimativas de
estrutura genética foram realizadas com o programa STRUCTURE versdo 2.3.4
(PRITCHARD et al., 2000).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Diversidade e Diferenciacdo Genética entre Populacdes

Foram observados e analizados 195 produtos de amplificacdo em 192 acessos
de Prosopis Juliflora (SW) DC., distribuidos em treze populac6es naturalizadas, a partir
de 11 iniciadores ISSR. O numero de marcadores polimdrficos (MP) e o percentual
polimorfico (%MP) total foram de 190 e 97,44%, respectivamente, com média de 70,23
MP e 36,02 %MP para as treze populagdes naturalizadas (Tabela 1).

Os pardmetros marcadores polimorficos e percentual de marcadores
polimorficos variaram de 24 a 131 e 12,31 a 67,18 %, para as populacbes de Caculé e
Itapetinga (&rea B), respectivamente. A diversidade genética de Nei (h) total e a
diversidade média foram estimadas em 0,31 e 0,15, respectivamente, e variou entre 0,06
a 0,24, para as cidades de Guanambi e Itapetinga (area B) (Tabela 1).

Os parametros genéticos populacionais marcadores polimorficos e percentual
de marcadores polimdrficos verificados por Anjos et al., (2022b) para 16 acessos de P.
juliflora em um estudo prévio de selecéo e caracterizacdo de 23 iniciadores ISSR foram
inferiores (187 MP e 88,5 %MP) ao verificado nesta pesquisa com 192 acessos de P.
juliflora. Valores de MP e %MP foram também inferiores em Calotropis procera Ait.
R. Br., especie também naturalizada no Brasil em estudo de selecdo e caracterizacéo de
23 iniciadores ISSR testados por Dias et al., (2022), cujos valores de MP e %MP foram

81



de 173 e 89,60%, respectivamente. Esses resultados podem ser justificados pela
particularidade de cada espécie, além do ndamero real de acessos em cada popolagédo
analizada (IGWE et al., 2017).

Tabela 1. Pardmetros genéticos populacionais baseados no polimorfismo observado a
partir de 11 iniciadores ISSR em 192 acessos de Prosopis juliflora (SW) DC.,
distribuidos em 13 populag¢@es naturalizadas presente nos municipios de Caculé, Urandi,
Ibiassucé, Guanambi, Malhada de Pedra, Itambé, Anagé e Itapetinga, na regido
sudoeste da Bahia.

Populacdes Parametros Genéticos Populacionais
Naturalizadas N MP %MP h

A 32 118 60,51 0,22

B 32 131 67,18 0,24

Itapetinga C 16 107 54,87 0,21
(4reas) D 16 103 52,82 0,20

E 32 119 61,03 0,22

F 16 90 46,15 0,17

Caculé 7 24 12,31 0,11
Urandi 7 25 12,82 0,11
Ibiassucé 7 41 21,03 0,10
Guanambi 7 27 13,85 0,06
Malhada de Pedra 6 62 31,79 0,12
Itambé 7 37 18,97 0,08
Anagé 7 29 14,87 0,07
Total 192 190 97,44 0,31
Média - 70,23 36,02 0,15

N= Numero de acessos, MP= Marcador polimorficos, %MP= percentual de Marcadores polimoérficos, h=

Diversidade genética de Nei

Para o género Prosopis, os parametros MP e %MP obtidos a partir de
iniciadores ISSR foram relatados para as espécies P. juliflora e Prosopis cineraria L.
Druce, em um estudo de similaridade genética (ELMEER e ALMALKI, 2011) a partir
de vinte e nove iniciadores ISSR, e para Prosopis tamarugo Phil., Prosopis
burkartii Mufioz, Prosopis strombulifera (Lam.) Benth. e Prosopis reptans Benth., em
um estudo de caracterizacgdo, utilizando sete iniciadores ISSR (CONTRERAS et al.,
2020). O numero e o percentual de marcadores polimoérficos obtidos por Elmeer e
Almalki (2011) foi de 108 e 99%, respectivamente. O percentual de marcadores
polimorficos obtids por esses autores foi superior (99%) ao encontrado para P. juliflora,

enguanto que o numero de marcadores polimorficos foi considerado inferior aos valores
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obtidos no presente estudo para a espécie P. juliflora (190) (ELMEER e ALMALKI,
2011). Para P. tamarugo, P. burkartii, P. strombulifera e P. reptans, os valores de
marcadores polimérfico e percentual de marcadores polimorficos obtidos com
iniciadores ISSR foram inferiores (70 e 89%, respectivamente) ao observados para P.
juliflora) (CONTRERAS et al., 2020).

A estimativa de diversidade e estrutura genética por meio de iniciadores ISSR é
também relatada na literatura para leguminosas arbdreas de outros géneros. Nesse
contexto, Vashishtha et al., (2013) obtiveram, a partir de 15 iniciadores ISSR, 71 MP
com %MP equivalente a 77,2% para a espécie Butea monosperma (Lam.) Taubert.
Apesar do nimero e percentual de marcadores polimorficos serem inferiores aos
resultados encontrados nas populacdes naturalizadas de P. juliflora no presente estudo,
Vashishtha et al., (2013) consideraram o0s resultados obtidos para os iniciadores ISSR
altos.

A baixa diversidade genética encontrada nas populacdes avaliadas neste
estudo, com h sempre inferior a 0,31 nas populacGes naturalizadas (Tabelas 1), é
também verificada nas populacGes de P. juliflora introduzidas nas regides da Etidpia e
Tanzénia (CASTILLO et al., 2021), tendo os autores observado valores de h variando
entre 0,28 e 0,42. Conhecer e entender a variabilidade e a estrutura genética €
importante, sobretudo, quando se trata de uma espécie introduzida (XIA e QIFANG,
2020), pois ira auxiliar em informacdes para direcionar estratégias de manejo desses
organismos (ROLLINS et al., 2009).

A diversidade genética de Nei (h) é um dos parametros utilizados para medir a
diversidade genética de plantas, podendo variar entre populacdes de uma mesma espécie
(IGWE et al., 2017). Para P. juliflora, os valores de h foram estimados pela primeira
vez por Anjos et al., (2022), em um estudo de selecdo e caracterizacdo de 23 iniciadores
ISSR em 16 acessos. No referido estudo, Anjos et al., (2022b) observou valor total de h
de 0,28 , semelhante ao valor estimado para os 192 acessos de P. juliflora no presente
estudo (cujos valores de h para oito e treze populagdes foram de 0,32 e 0,31,
respectivamente. Com iniciadores SSR, o valor de h para P. juliflora foi 0,181
(FREITAS et al., 2019).

A diversidade genética a partir de iniciadores ISSR é também verificada para a
espécie naturalizada C. Procera, onde os valores de h variaram entre 0,10, para o
iniciador TriAGA3’RC, ¢ 0,33, para o iniciador DiGA3’T, com média de h estimada em
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0,24 (DIAS et al., 2022). Esses mesmos iniciadores (TriAGA3’RC e DiGA3’T) foram
utilizados para a estimativa da diversidade e estrutura genética de 192 acessos
naturalizados de P. juliflora, os quais apresentaram valores médios de h de 0,06 e 0,30,
respectivamente.

Segundo Freitas et al., (2019), o histdrico de introducdo da espécie P. juliflora
no pais (quatro matrizes), podem estar relacionados com os baixos valores de h
encontrados no presente estudo. Esse padrao de diversidade genética de Nei parece ser
caracteristico do género Prosopis, quando comparado a outros marcadores. Os valores h
foram estimados para os Simple Sequence Repeats (SSR) nas espécies Prosopis
rubriflora Hassl. e Prosopis ruscifolia Gris (h variando de 0,00 - 0,88) (ALVES et al.,
2014; ALVES et al., 2018), Prosopis alba Griseb (h variando de 0,00 - 0,74)
(BESSEGA et al., 2018), Prosopis chilensis (0,00 - 0,80) (BESSEGA et al., 2013) e
para P. alba, P. flexuosa DC., P. chilensis Molina., P. nigra Hieron. (h variando de 0,56
- 0,72) (BESSEGA et al., 2021; CASTILLO et al., 2021), P. laevigata (Humb. and
Bonpl. ex Willd M.C. Johnston) (h = 0,48) e P. pallida (Humb. & Bonpl. ex Willd.)
Kunth (h variando de 0,29 — 0,42) (CASTILLO et al., 2021) e P. juliflora (h variando de
0,18 — 0,42) (FREITAS et al., 2019; CASTILLO et al., 2021). Valores de h também
foram estimados com uso de marcadores CAAT box-derived polymorphism (CBDP) e
Start Codon Targeted (SCoT) (h variando de 0,096 - 0,170) (SHEKHAWAT et al.,
2018), ISSR e Methods Directed Amplification of Minisatellite-region DNA (DAMD) (h
variando de 0,185 - 0,301) para Prosopis cineraria L. (SHARMA et al., 2011), Random
Amplified Polymorphic DNA (RAPD) para P. alba, P. ruscifolia, P. nigra, P. flexuosa e
Prosopis vinalillo Stuck. (h variando de 0,12 — 0,26) (FERREYRA et al., 2004).

A variacdo no indice de diversidade genética observada nas populacdes
naturalizadas de P. juliflora no presente estudo pode ser justificada pela atuacdo de
diversos fatores, a exemplo da acdo de polinizadores, da acdo antropica e do tamanho
das populacdes avaliadas, conforme discutido a seguir. A auséncia de polinizadores
pode afetar diretamente os niveis de diversidade genética em uma populacéo,
principalmente em plantas alégamas (JABIS et al., 2011). Nesse sentido, a P. juliflora
possui sistema de reproducdo alégama (PASIECZNIK et al., 2004; MORIM, 2015) e
sua polinizacdo depende principalmente das especies Appis mellifera e Trigona
fuscipennis (DE SOUSA et al., 2016). No tocante as pressdes antropicas, € sabido que

estas sdo capazes de alterar os niveis de diversidade de uma espécie e, segundo Alves et
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al., (2014), essas pressdes ocorrem principalmente pela presencga do pastejo de bovinos
nas areas de ocorréncia da P. juliflora.

Por ultimo, os niveis de diversidade genética (MP, %MP e h) encontrados nos
192 acessos de P. juliflora com iniciadores ISSR podem sofrer varia¢bes devido ao
namero de acessos coletados, tendo em vista que as seis populagdes naturalizadas de P.
juliflora no municipios de Itapetinga apresentaram uma maior densidade vegetal da
espécie que nas demais regibes amostradas (dados ndo publicados). Esse fato é
comprovado no estudo desenvolvido por Castillo et al., (2021) onde, ao avaliarem a
diversidade genética de marcadores SSR, os valores de h estimados para uma populagéo
naturalizada de P. juliflora composta por 457 acessos foi de 0,42, enquanto que para a
populacdo com 46 acessos, o valor de h foi menor (0,28). Outra questdo a ser
considerada é a diversidade verificada para P. juliflora em ambiente nativo e em
ambientes introduzido e adaptado. Segundo Castillo et al., (2021), o valor de h para
populacdo em ambiente nativo € maior do que o valor em populagdes naturalizadas. Os
autores observaram essa diferenca ao reportarem que mesmo com 0 nimero de acessos
nativos avaliados serem inferiores (20 acessos) aos exoticos (46 acessos), o nivel de h
dos acessos do ambiente nativo foi maior (0,31) do que nos ambientes exoticos
(h=0,28).

As analises de variancia molecular (AMOVA) realizadas com treze populagcfes
naturalizadas de P. juliflora, demonstram a existéncia de estruturacdo genética entre as
populagdes (41%) (Figura 2A). A distribuicdo dos 192 acessos em treze populactes
naturalizadas, os percentuais de variacdo foram de 59% presente dentro das populacdes,
enguanto que 41% estavam entre as populacdes (Figura 2A). O valor de Fst foi de 0,412
e sugere alto nivel de diferenciacdo genética entre as populac¢bes naturalizadas de P.
juliflora (Figura 2B). O valor de Fst par a par variou de 0,030 a 0,757 para as
populacbes naturalizadas de Urandi e Ibiassucé, e Itapetinga area F e Cacule,
respectivamente. Apenas o par populacional Urandi e Ibiassucé apresentou
diferenciacdo genética insignificante (Fst = 0,030) (Figura 2B). Quinze pares
populacionais apresentaram diferenciacdo genética moderada (Fst 0,073 a 0,225),
enquanto os demais pares populacionais (62) apresentaram alta diferenciacdo genetica
(Fst 0,227 a 0,757) (Figura 2B).
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Figura 2. Analises de variancia molecular (AMOVA) (A), comparacdes pareadas de
diferenciacdo genética (Fst) (B) e andlises de coordenadas principais (PCoA) (C)
baseadas no polimorfismo observado a partir de 11 iniciadores ISSR em 192 acessos de
Prosopis juliflora (SW) DC., distribuidos em 13 popula¢des naturalizadas presente nos
municipios de Caculé, Urandi, Ibiassucé, Guanambi, Malhada de Pedra, Itambé, Anagé
e Itapetinga, na regido sudoeste da Bahia.
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Os percentuais de variagdo genetica verificados com iniciadores SSR
indicaram que existe estruturacdo populacional para os acessos coletados no México,
Etiopia, Quénia e Tanzania (CASTILLO et al., 2021). A AMOVA hierarquica revelou
que a variabilidade genética entre as populagdes nativas e ndo nativas (introduzidas e
invasoras) foi 71,36%, e entre populagdes invasoras foi 12,32%, enquanto que O
percentual obtido dentro de populacGes invasoras foi 16,32%. Os valores verificados

por Castillo et al., (2021) dentro (16,32%) de populagdes invasoras de P. juliflora foram
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inferiores (59%) ao obtido para 192 acessos de P. juliflora com o uso de iniciadores
ISSR. Para populagGes naturalizadas de P. juliflora existentes no Brasil (Bahia), Santos
(2021a) observaram um indicativo de variacdo genética moderada entre populacGes
(26%), a partir de iniciadores RGAs, sendo inferior ao relatado no presente estudo
(41%).

A existéncia de estrutura genética em uma populacdo depende de eventos como
isolamento geografico e condigdes climéticas, que podem promover mudangas na
variabilidade genética, nos padrdes de estrutura, distribuicdo e tamanho populacional
(ORTEGO et al., 2012; GUO et al., 2021). Outro fator capaz de alterar a estrutura
genética em populacBes de plantas € o comportamento do agente polinizador. Assim,
quando os polinizadores estdo restritos a pequenas distancias, o nivel de endogamia
dentro da populacdo pode aumentar, enquanto que o inverso é observado quando os
processos de dispersdo de polen acontecem a longas distancias (ZHOU et al., 2018).

A estruturacdo presente em populagdes naturalizadas de P. juliflora pode ser
justificada, segundo Parisod et al., (2005), como uma estratégia evolutiva de uma
espécie se manter no novo ambiente, as populacdes de Sarracenia purpurea introduzida
na Franca sob fluxo génico restrito e dispersdo de sementes limitada se estruturam de
forma mais répida. Diante de um contexto de estruturacdo, a populacdo se organiza em
unidades menores de reproducdo, eliminando alelos deletérios e selecionando genes
coadaptados na populacdo (PARISOD et al., 2005).

A Andlise de Coordenadas Principais (PCoA) para treze populacdes
naturalizadas de P. juliflora, apresentou em suas duas coordenadas principais, um
percentual de 86,84% da variacao total (Figura 2C). A distribuicdo das treze populacbes
nos graficos de PCoA demonstram majoritariamente menor distancia entre as
populacdes de Caculé, Urandi e Ibiassucé (7, 8 e 9), e entre as populacGes de Guanambi,
Itambé e Anagé (10, 12 e 13), em detrimento das populacdes representativas dos
acessos coletados em Itapetinga (populacGes 1 a 6). Isso pode ser justificado pela
proximidade entre as seis populacOes de Itapetinga quando comparados com acessos das
populacbes de outros municipios (Figura 2C). Esse resultado corrobora com 0s maiores
percentuais de diversidade de Nei observados nessas seis populagfes (Tabela 1).

O cenario evolutivo que melhor pode justificar 0 agrupamento desses acessos
de P. juliflora em Itapetinga é a atuacdo do efeito fundador no momento da colonizagdo

dea espécie nessa area, como ¢é verificado por Shirk et al., (2014). A partir do uso de
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aloenzimas e marcadores SSR em populagdes invasoras de Geranium carolinianum L.
na China, foi verificado fortes efeitos fundadores devido a alta diferenciacdo entre as
populacdes na cidade de Nanjing, China, a medida que as populacgdes individuais foram
estabelecidas e/ou quando ocorrem multiplas introducbes (SHIRK et al., 2014). Como
consequéncia, a diversidade genética em populacBes naturalizadas de G. carolinianum
foi menor do que a verificada nas populacfes em ambiente nativo nos Estados Unidos
(SHIRK et al., 2014).

A atuacdo do efeito fundador nas populacGes de P. juliflora avaliadas no
presente estudo traz um forte indicio de endogamia, j& que as populagdes existentes no
Nordeste brasileiro tenham sido originadas de apenas quatro matrizes (AZEVEDO,
1982; PIRES e KAGEYAMA, 1985). Os primeiros registros na literatura da introducao
da algaroba no Brasil aconteceram no Nordeste, em 1942 e 1946, a partir de sementes
originadas do Novo México (EUA) e no Peri (BELMONT et al., 2016; BURNETT,
2017). A expanséo da algaroba para outras regides foi mediada via incentivo do governo
federal em 1970 (LIMA, 2005; BURNETT, 2017). Apesar da importancia de se
conhecer o historico de introducdo de espécies, ndo foram encontrados na literatura
dados especificos sobre a provavel origem das populacdes de algaroba nas cidades de
Itapetinga, Caculé, Urandi, Ibiassucé, Guanambi, Malhada de Pedra, Itambé e Anagé.
Por esse motivo, foi desconsiderada a classificacdo de BAG (Banco Ativo de
Germoplasma) dada por Santos (2021a) para a populacdo de P. juliflora do municipio
de Itapetinga, sendo reclassificada, no presente estudo, como uma populagédo
naturalizada.

Existe uma discussdo com relacdo aos reais efeitos relacionados a presenca de
P. juliflora, enquanto espécie naturalizada, em biomas brasileiros (Caatinga, Cerrado,
Mata Atlantica, Floresta Amazonica, Pampa e Pantanal (DE SOUZA NASCIMENTO et
al., 2020; REIS et al., 2022) e 0 manejo da mesma (LIMA, 2005). Nesse sentido, €
possivel observar diversas aplicacGes tecnoldgicas a partir do uso da espécie P. juliflora
(Anjos et al., 2022a). Os resultados obtidos neste estudo, a partir do uso de iniciadores
ISSR, contribuem para o conhecimento acerca da diversidade dessa espécie no Brasil, e
podem auxiliar no melhor gerenciamento de estratégias de manejo da mesma.

A estrutura genética populacional verificada através da analise de agrupamento
Bayesiano pelo STRUCTURE estimou como o numero ideal de clusters mais provavel

K =3 (AK maximo = 478,05) para populagdes naturalizados de P. juliflora, a partir dos
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11 iniciadores ISSR, segundo 0 modelo de Evanno et al., (2005) (Figura 3A). Também
foi verificada nesta analise a formacgdo de uma estrutura secundaria observada em K = 2
(AK maximo = 459,76) (Figura 3A).

Figura 3. Andlise de agrupamento bayesiano baseadas no polimorfismo observado a
partir de 11 iniciadores ISSR em 192 acessos de Prosopis juliflora (SW) DC.,
distribuidos em 13 populacBes naturalizadas na regido sudoeste da Bahia. As
estimativas de pools génicos (A) e a distribicdo dos acessos em K= 3 (B) e K=2 (C)
estdo apresentadas.

(B) Histograma representativo da estimativa de K=3

z

~

00

0

Valores de Delta K (Score)
o 00

(C) Histograma representativo da estimativa de K=2

Nota: ITA- A: Itapetinga area A (N=32); ITA- B: ltapetinga area B (N=32); ITA- C: Itapetinga area C
(N=16); ITA- D: Itapetinga area D (N=16); ITA- E: Itapetinga area E (N=32); ITA- F: Itapetinga area F
(N=16); CAC: Caculé (N=7); URA: Urandi (N=7); IBI: Ibiassucé (N=7); GUA: Guanambi (N=7); MAL:
Malhada de Pedra (N=6); ITAM: Itambé (N=7); ANA: Anagé (N=7).

Enquanto o ndmero mais provavel de cluster no presente estudo foi 3 para
populacbes naturalizadas de P. juliflora com iniciadores ISSR, Santos (2021a)
verificaram que o nimero mais provavel de cluster foi 2 para populacdes de P. juliflora,
avaliadas na mesma regido com iniciadores RGA . A estruturacdo (K = 2) obtida por
Santos (2021a) é também verificada por Castillo et al., (2021) com populagdes nativas e
invasoras de P. juliflora do México, Etiopia, Tanzania e Quénia.

A distribuicdo dos acessos de P. juliflora dentro do pool génico é demonstrada
pelas populacBes naturalizadas por municipios de coleta. Assim, considerando o
histograma gerado para K = 3, é possivel verificar que populacdo naturalizada de P.
juliflora da cidade de Itapetinga apresentou em sua composi¢cdo uma mistura de trés
pools génicos enquanto que as populacdes naturalizadas de Caculé, Urandi, Ibiassucg,

Guanambi, Malhada de Pedra, Itambé e Anagé sdo representadas, em sua maioria, por
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um dnico pool génico (vermelho) (Figura 3B). Essa mesma estrutura de pool génico foi
observada quando considerado K = 2, onde a populacdo naturalizada de Itapetinga
apresentou uma mistura de dois pools génicos, enquanto as demais populagdes
apresentaram, em sua maior parte, a presenca de um unico pool génico (Figura 3C).

Ao analisar a estruturacdo observada dentro das seis populacGes naturalizadas
de P. juliflora em Itapetinga, foi possivel verificar que todas as seis populacdes
apresentaram mistura dos trés pools génicos. A populacdo da area B apresentou maior
mistura genética (pool génico) que as demais areas (Figura 4A e B). Esse resultado esta
de acordo com o observado na tabela 2, onde a populacdo da area B apresentou 0s
maiores valores para 0s parametros genéticos populacionais MP, %MP e h (131,
67,18% e 0,24, respectivamente). Esses resultados podem ser justificados pelo fato
dessa area apresentar maior extensdo territorial e uma parcela da mesma, além de estar
localizada a margem do Rio Catolé Grande, onde apresenta pastagem ampla e a
presenca de bovinos é constante. Os acessos de P. juliflora na area B tem distribuicéo
ampla, mas ndo formam florestas, o que permite maior fluxo de dispersores (bovinos)
(dados néao publicados).

A anélise de agrupamento bayesiano realizada através do STRUCTURE por
Castillo et al.,, (2021) com populagbes naturalizada e invasoras de P. juliflora
demonstrou uma baixa diferenciacdo genética entre as populacdes nativas do México e
invasoras da Etiopia e Quénia, sendo observado uma estimativa de 2 pool génicos.
Esses autores consideraram que a estrutura genética populacional de P. juliflora €
altamente diferenciada devido a sua poliploidia (tetrapléide) quando comparada com
outras espécies dipldides do género. No Brasil, Freitas et al., (2019) verificaram a
ocorréncia de polissomatismo em acessos de P. juliflora, onde foi possivel identificar a
presenca de células dipl6ides (2n=28) e poliploides (2n=56) em um mesmo individuo. A
ocorréncia de poliploidia e polissomatismo pode beneficiar o sucesso da invaséo de P.
juliflora, ja que facilitam o isolamento reprodutivo entre espécies (CASTILLO et al.,
2021) além de promover caracteristicas morfosioldgicas vantajosas para individuos em
um novo ambiente, como taxa de crescimento rapido, tolerancia a estresses, reproducéo
efetiva, entre outros (BAROW, 2006; TE BEEST et al., 2012). N&o obstante, efeitos
fundadores podem levar ao aparecimento de citétipos polipldides em especies vegetais
apos sua introducdo (TE BEEST et al., 2012).

A partir da estruturacdo populacional verificada no presente estudo, é possivel
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inferir que provavelmente os acessos de P. juliflora de Itapetinga tenham origem
diferente das popula¢Ges naturalizadas de Caculé, Urandi, Ibiassucé, Guanambi,
Malhada de Pedra, Itambé e Anagé. Essa conformacdo estrutural é também verificada
por Castillo et al., (2021) para populac@es invasoras de P. juliflora no Quénia e Etiopia

qguando comparado com as populagdes presentes em Tanzéania.

4. CONCLUSAO

Os resultados aqui apresentados sao inéditos quanto ao uso de iniciadores ISSR
em populacdes naturalizadas de Prosopis juliflora (SW) DC. e atestam a eficiéncia dos
ISSR em discriminar polimorfismo presente nessas populagdes. Tais iniciadores ISSR
agregam informagdes quanto & diversidade e estrutura genética presentes nas
populacdes naturalizadas de P. juliflora e podem contribuir para o gerenciamento e

manejo da espécie, sobretudo no nordeste do Brasil.
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V CONSIDERACOES FINAIS

Entender o histérico de introducdo, os processos de adaptacdo, dispersdo,
reproducdo e os diferentes usos de Prosopis juliflora (Sw). DC., além do andamento de
pesquisas que envolvem a diversidade genética no pais e no mundo sdo essenciais para
gerenciar estratégias de manejo da espécie.

Os estudos de caracterizacdo e selecdo com marcadores ISSR sdo essenciais para
indicar quais iniciadores sdo mais adequados para se utilizar na espécie P. juliflora,
além de serem fundamentais para o estudo de diversidade genética populacional da
espécie no pais. Com os resultados obtidos na tese é possivel conduzir novos estudos
sem a necessidade de novas caracterizacdes e sele¢bes de outros iniciadores ISSR.

A partir do estudo de diversidade genética e estruturacdo populacional, com
iniciadores ISSR, foi possivel verificar que as populacdes naturalizadas de P. juliflora
encontradas na Bahia, Brasil, apresentam estruturacdo genética, mesmo possuindo baixa
diversidade. Os resultados gerados através de inicadores ISSR sdo Uteis para serem
utilizados em estratégias de manejo em populacbes naturalizadas de P. juliflora,

permitindo uma maior eficiéncia no uso desse recurso genético vegetal naturalizado.
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centralizado.
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RESUMO

O resumo deve ressaltar o objetivo, o0 método, os resultados e as conclusdes do
documento. Deve ser composto de uma sequéncia de frases concisas, afirmativas e ndo
de enumeracdo de topicos. Recomenda-se 0 uso de paragrafo unico, justificado, fonte
Book Antiqua 12, com minimo de 100 e méaximo de 250 palavras. A primeira frase deve
ser significativa, explicando o tema principal do documento. Deve informar também

sobre a categoria do trabalho (memoria, estudo de caso, analise da situacdo etc.).

Palavras-chave: Palavra 1. Palavra 2. Palavra 3.

As palavras-chave devem vir logo abaixo do resumo e devem ser separadas entre si por

ponto e finalizadas também por ponto (no maximo 05 palavras).

ABSTRACT

O abstract deve ser elaborado por profissional capacitado, recomenda-se ndo utilizar

diretamente a traducéo online.
Keywords:

As Keywords devem ser elaboradas por profissional capacitado, recomenda-se néo

utilizar diretamente a traducéo online.

1 INTRODUCAO

A introducéo € a parte do trabalho em que o autor mostra uma visdo geral da sua
pesquisa, apresentando: a escolha do problema e as hipoteses; o objetivo, o periodo e a
delimitacdo do campo da pesquisa; as justificativas e argumentacfes para a elaboragéo
do trabalho; a problematizagdo do tema; a metodologia utilizada e a relevancia da
pesquisa elaborada. Ou seja, € a apresentagdo do tema a ser estudado, situando o leitor
no contexto da obra. A introducdo deve ser concisa, clara e coerente com o

desenvolvimento do trabalho, apresentando apenas indicagGes gerais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A revisdo de literatura é a parte do trabalho que abrange os assuntos mais
importantes que serdo tratados na pesquisa. Estes assuntos também servirdo de base
para o desenvolvimento do problema e interpretacdo dos dados produzidos. Assim, é
importante que a revisdo de literatura seja baseada nos autores considerados relevantes

ao tema pesquisado.

Para citagdes em todo o texto, recomenda-se a NBR 10.520 ABNT.

Para ilustracOes, equacdes/formulas, tabelas, recomenda-se a NBR 14724 ABNT.
2.1 Secdo nivel 2

2.1.1 Secg&o nivel 3

2.1.1.1 Secdo nivel 4 em diante.

3 METODOLOGIA

A metodologia deve explicitar como o trabalho foi conduzido e ordenar os
procedimentos cronologicamente ou por tipo de procedimento; os métodos incomuns ou
mais avangados exigem citacdo de literatura; cuidado para ndo confundir resultados com

procedimentos.
3.1 Secdo nivel 2
3.1.1 Secéo nivel 3

3.1.1.1 Secéo nivel 4 em diante.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Deve-se fazer uma apresentacdo dos resultados relevantes. Os dados devem ser
apresentados da maneira mais clara possivel fazendo interlocugdo com a fundamentacéo
tedrica. Podem-se utilizar quadros, tabelas e ilustragbes. A Discussdo tem como
objetivo comentar as interpretagdes, os “achados” da pesquisa, sempre com fundamento

na literatura sobre o tema.

4.1 Secdo nivel 2
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4.1.1 Secéo nivel 3

4.1.1.1 Secdo nivel 4 em diante.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Enfatizar as principais conclusdes do estudo, de forma sucinta e objetiva. N&o
repetir os resultados. Apresentar possibilidades para continuacdo da pesquisa.

REFERENCIAS

Para a normalizacdo das referéncias, recomenda-se a NBR 6023 ABNT que
apresenta os elementos especificos e obrigatorios.

APENDICES/ANEXOS
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VIl - APENDICES 11

2. Normas para publicacdo na Research, Society And Development

Submissoes

O cadastro no sistema e posterior acesso, por meio de login e senha, sdo obrigatérios para a
submissdo de trabalhos, bem como para acompanhar o processo editorial em curso. Acesso em uma
conta existente ou Registrar uma nova conta.

Condicoes para submissao

Como parte do processo de submissdo, os autores sdo obrigados a verificar a conformidade da
submissdo em relacdo a todos os itens listados a seguir. As submissdes que ndo estiverem de acordo
com as normas serdo devolvidas aos autores.

O arquivo em Microsoft Word enviado no momento da submissdo ndo possui 0s nomes dos autores; A
contribuicdo é original e inédita, e ndo esta sendo avaliada para publicagdo por outra revista; O texto
segue os padrdes de estilo e requisitos bibliograficos descritos em Diretrizes para Autores.

Custo de publicagdo (APC) | Para autores brasileiros a taxa de publicagdo é de R$ 300,00 BRL (trezentos
reais). Para demais autores, a taxa de publicagdo € de US$ 100,00 USD (cem ddlares americanos). A taxa
de publicacdo é cobrada apenas para trabalhos aceitos. Ndo existe taxa de submisséo.

Diretrizes para Autores

1) Estrutura do texto:

e Titulo em Portugués, Inglés e Espanhol.

e Os autores do artigo (devem ser colocados nesta sequéncia: nome, ORCID, instituicdo, e-
mail). OBS.: O nimero do ORCID ¢ individual para cada autor, e ele é necessario para o
registro no DOI, e em caso de erro, ndo é possivel realizar o registro no DOI).

e Resumo e Palavras-chave em portugués, inglés e espanhol (o resumo deve conter objetivo
do artigo, metodologia, resultados e conclusdo do estudo. Deve ter entre 150 a 250
palavras);

e Corpo do texto (deve conter as segdes: 1. Introducdo, na qual haja contextualizacéo,
problema estudado e objetivo do artigo; 2. Metodologia utilizada no estudo, bem como
autores de suporte a metodologia; 3. Resultados (ou alternativamente, 3. Resultados e
Discussdo, renumerando os demais subitens); 4. Discussdo e, 5. Consideragdes finais ou
Conclusdo);

o Referéncias: (Autores, o artigo deve ter no minimo 20 referéncias as mais atuais possiveis.
Tanto a citacdo no texto, quanto no item de Referéncias, utilizar o estilo de formatacdo da
APA - American Psychological Association. As referéncias devem ser completas e
atualizadas. Colocadas em ordem alfabética crescente, pelo sobrenome do primeiro autor da
referéncia. Ndo devem ser numeradas. Devem ser colocadas em tamanho 8 e espacamento
1,0, separadas uma das outras por um espago em branco).

2) Layout:
e Formato Word (.doc);
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e Escrito em espaco 1,5 cm, utilizando Times New Roman fonte 10, em formato A4 e as
margens do texto deverdo ser inferior, superior, direita e esquerda de 1,5 cm.;

e Recuos sao feitos na régua do editor de texto (ndo pela tecla TAB);

e Os artigos cientificos devem ter mais de 5 paginas.

3) Figuras:

O uso de imagens, tabelas e as ilustragdes deve seguir o bom senso e, preferencialmente, a ética e
axiologia da comunidade cientifica que discute os temas do manuscrito. Obs: o tamanho maximo do

arquivo a ser submetido é de 10 MB (10 mega).

As figuras, tabelas, quadros etc. (devem ter sua chamada no texto antes de serem inseridas. Ap6s a
sua insercédo, deve constar a fonte (de onde vem a figura ou tabela...) e um paragrafo de comentario
no qual se diga o que o leitor deve observar de importante neste recurso. As figuras, tabelas e
guadros... devem ser numeradas em ordem crescente. Os titulos das tabelas, figuras ou quadros

devem ser colocados na parte superior e as fontes na parte inferior.
4) Autoria:

O arquivo em word enviado (anexado) no momento da submissdo NAO deve ter os nomes dos

autores.

Todos os autores precisam ser incluidos apenas no sistema da revista e na versdo final do artigo
(apds analise dos pareceristas da revista). Os autores devem ser registrados apenas nos metadados e
na versdo final do artigo (artigo final dentro do template) em ordem de importancia e contribuicéo na
construgdo do texto. OBS.: Autores escrevam o nome dos autores com a grafia correta e sem

abreviaturas no inicio e final artigo e também no sistema da revista.

O artigo pode ter no maximo 10 autores. Para casos excepcionais é necessario consulta prévia a

Equipe da Revista.
5) Comité de Etica e Pesquisa:
Pesquisas envolvendo seres humanos devem apresentar aprovacio do Comité de Etica e Pesquisa.

6) Videos tutoriais:

e Cadastro de novo usuario: https://youtu.be/udVFytOmZ3M
e Passo a passo da submissdo do artigo no sistema da revista: https://youtu.be/OKGdHs7b2Tc

7) Exemplo de referéncias em APA:
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e Artigo em periddico:

Gohn, M. G. & Hom, C. S. (2008). Abordagens Tedricas no Estudo dos Movimentos Sociais na
América Latina. Caderno CRH, 21(54), 439-455.

e Livro:

Ganga, G. M. D.; Soma, T. S. & Hoh, G. D. (2012). Trabalho de conclusdo de curso (TCC) na

engenharia de producéo. Atlas.

e Pégina da internet:
Amoroso, D. (2016). O que é Web 2.0? http://www.tecmundo.com.br/web/183-0-que-e-web-2-0-

8) A revista publica artigos originais e inéditos que ndo estejam postulados simultaneamente em

outras revistas ou 6rgdos editoriais.

9) Ddvidas: Quaisquer dividas envie um e-mail para rsd.articles@gmail.com ou
dorlivete.rsd@gmail.com ou WhatsApp (55-11-98679-6000)

Declaracéo de Direito Autoral
Autores que publicam nesta revista concordam com 0s seguintes termos:

1) Autores mantém os direitos autorais e concedem a revista o direito de primeira publica¢do, com o
trabalho simultaneamente licenciado sob a Licenca Creative Commons Attribution que permite o

compartilhamento do trabalho com reconhecimento da autoria e publicacdo inicial nesta revista.

2) Autores tém autorizagdo para assumir contratos adicionais separadamente, para distribui¢do néo-
exclusiva da versdo do trabalho publicada nesta revista (ex.: publicar em repositorio institucional ou

como capitulo de livro), com reconhecimento de autoria e publicacéo inicial nesta revista.

3) Autores tém permissdo e sdo estimulados a publicar e distribuir seu trabalho online (ex.: em
repositorios institucionais ou na sua péagina pessoal) a qualquer ponto antes ou durante o processo
editorial, ja que isso pode gerar alterages produtivas, bem como aumentar o impacto e a citagao do

trabalho publicado.
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1. Resumo publicado no XXII1 Encontro de Genética do Nordeste

Genética, Evolugdo e Melhoramento de Plantas - Trabalho ID 311

Estrutura e diversidade genética de acessos de
algaroba Prosopis juliflora (Fabaceae) introduzidas no
municipio de Itapetinga BA

Autores: Quirlian Queite Araujo Anjos®; Luiz Henrique Tolentino Santos®; Anderson Carvalho
Vieira®; Jardyelle Carvalho Lima; Beatriz Fernandes Pereira; Carlos Bernard Moreno Cerqueira-
Silvat*?

E-mail para correspondéncia: anjos.a.quirlian@gmail.com

InstituicBes: ‘Programa de Pds-graduagio em Zootecnia, Universidade Estadual do Sudoeste da
Bahia, Itapetinga, Bahia; 2Programa de Pds-graduagdo em Zootecnia, Universidade Estadual do
Sudoeste da Bahia, Itapetinga, Bahia; *Programa Multicéntrico em Bioquimica e Biologia
Molecular, Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, Itapetinga, Bahia; “Curso de Ciéncias
Bioldgicas, Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, Itapetinga, Bahia; *Curso de Ciéncias
Bioldgicas, Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, Itapetinga, Bahia; °Departamento de
Ciéncias Exatas e Naturais , Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, Itapetinga, Bahia

Palavras-chave: [Prosopis juliflora]; Diversidade genética; Marcador molecular

Apoio: A CAPES e ao CNPq pelas bolsas concedidas e & Fapesb pelo apoio financeiro relativo
a estrutura do laboratdrio (PIE0014/2016)

Resumo:

INTRODUCAO: Apesar de ser uma espécie invasora, a algaroba (Prosopis juliflora) é
uma espécie muito utilizada na pecuaria como fonte nutricional alternativa para a
criacdo de animais, principalmente em regides semiaridas do Nordeste do Brasil. A
despeito da importancia para o desenvolvimento econdmico da regido Nordeste, ainda
sdo escassas as informacOes acerca da diversidade genética populacional da algaroba
por meio do uso de marcadores moleculares. OBJETIVOS: Objetivou-se estimar a
diversidade e estrutura genética em sete potenciais populacfes de algaroba presente no
municipio de Itapetinga, BA, por meio do uso de marcador molecular ISSR, visando
contribuir  para  programas de melhoramento genético e agbes de
conservagdo. MATERIAIS E METODOS: Foram coletadas no municipio de
Itapetinga, Bahia amostras foliares de 144 plantas, e encaminhadas ao Laboratério de
Genética Molecular Aplicada (LGMA) da UESB (campus de Itapetinga), onde foi
realizada a extragdo de DNA atraves de protocolo com tampéo de extracdo SDS. Foram
utilizados 4 iniciadores ISSR sendo o perfil de amplificacdo genética submetido a
analises estatisticas descritivas de diversidade e estrutura genética. RESULTADOS:
Quarenta e oito marcadores foram analisados, com 73% de polimorfismo. Foi observada
diversidade genética moderada (He = 0,32), com o conjunto de marcadores
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considerados informativos (PIC médio = 0,25). A analise de variancia molecular
revelou 18% da variacdo genética particionada entre as populagbes e 82% dentro das
populagdes, mostrando uma baixa diferenciacdo genética entre as populacées. A anélise
de Coordenadas Principais (PCoA), por sua vez, mostrou baixa distribuicdo da
diversidade genética de algaroba nas populagdes, que corrobora com a alta similaridade
genética estimada. CONCLUSAQ: As analises preliminares mostram uma diversidade
genética moderada e uma baixa diferenciacdo genética nas populacdes de algaroba da
cidade de Itapetinga-BA. Contudo, com a ampliagdo no numero de marcadores
moleculares ISSR, um maior nimero de regides gendmicas sera naturalmente analisado,
possibilitando uma maior seguranga na caracterizacéo da diversidade genética.
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2. Manuscrito publicado na revista Biotemas

http://dx.doi.org/10.5007/2175-7925.2020.e70282

Caracterizacao molecular de Prosopis juliflora (Sw.) DC.
por meio de marcadores moleculares e indices de
similaridade genética

Submetido em 27/11/2019
Aceito para publicagdo em 05/02/2020

Algaroba, Prosopis juliflora (Sx.) DC., € uma espécie arborea adaptada no Brasil com
valor alimenticio animal e ambiental para reflorestamento. Porém, pouco se sabe sobre
sua diversidade genético-molecular. Portanto, objetivou-se estudar diferentes indices de
similaridade a partir de caracterizagdes genéticas da algaroba obtidas por meio dos
marcadores ISSR e RGA em individuos naturalizados no sudoeste da Bahia. Folhas
jovens de 36 individuos foram coletadas no municipio de Itapetinga, Bahia. O DNA foi
extraido pelo método SDS 10% e quantificado pela razéo de absorbancia A260/A230 e
A 260/A280 nm. Dez pares de RGA e 23 iniciadores ISSR foram utilizados para a
reacdo de PCR, cujas reacdes foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 2%
por 2 h. O resultado da genotipagem (matriz binaria) foi utilizado para calculo dos
indices de similaridade de Jaccard, Simple Matching e Sorensen Dice. Por fim, foram
realizados os agrupamentos UPGMA, otimizag&o de Tocher e PCA. Foram observados
205 e 68 marcas polimorficas, com heterozigosidade esperada de 0,28 e 0,21;
informacdo polimorfica de 91,71% e 0,17% e distancia genética de 8,0 e 8,53 para ISSR
e RGA, respectivamente. Essas informagbes contribuem para o entendimento da
distribuicdo e adaptacédo da espécie em areas reflorestadas.

Palavras-chave: Algaroba; Coeficientes de similaridade; Diversidade; Recurso

genético.
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