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DIVERGENCIA GENETICA ENTRE ARVORES MATRIZES DE Guazuma ulmifolia

Lam..

RESUMO - O presente trabalho objetivou avaliar diferentes &arvores matrizes de
Guazuma ulmifolia Lam. a partir de caracteres biométricos de frutos e sementes,
parametros da qualidade fisioldgica de sementes e por marcadores moleculares AFLP.
Foram amostradas 41 arvores matrizes no municipio de Jaboticabal, SP. Para a analise
biométrica avaliou-se a massa fresca de frutos e sementes, o comprimento e o didmetro
dos frutos. O teste de germinacao foi conduzido a 30 °C, sobre duas folhas de papel
mata-borrao e fotoperiodo de 8 h. O teste de envelhecimento acelerado foi conduzido a
45 °C por 96 h e o teste de condutividade elétrica foi conduzido a 25 °C por 24 h. O
delineamento estatistico foi o de blocos casualizados, com quatro repeticdes por
tratamento, e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05). Para a
analise molecular, realizou-se o bandeamento produzido por cada “primer”, conferindo o
parametro “1” para a presencga e “0” para a auséncia de banda. A divergéncia genética
foi determinada pelos métodos de Tocher e UPGMA para os dados de sementes e
frutos e pelo método UPGMA para os dados moleculares. Ha grande variagao entre os
caracteres avaliados; os testes de germinagao e envelhecimento acelerado evidenciam
a variabilidade na qualidade das sementes; o teste de condutividade elétrica ndo é
eficiente para discriminar as arvores matrizes; a analise molecular foi eficiente para a
discriminagdo das arvores matrizes; nao ha relagao entre os agrupamentos das arvores
matrizes pelos diferentes métodos, sendo, a combinacdo dos mesmos, Uutil na
maximizagdo do potencial genético do germoplasma avaliado; recomenda-se coletar
sementes de maior numero possivel de arvores matrizes para garantir a

representatividade da variabilidade genética da espécie.

Palavras-Chave: caracteres biométricos, conservacdo genética, marcadores

moleculares, mutamba, sementes florestais, vigor de sementes
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GENETIC DIVERGENCE AMONG Guazuma ulmifolia Lam. MOTHER TREES.

SUMMARY - This study aimed to evaluate different Guazuma ulmifolia Lam. mother
trees as to fruits and seeds biometric characters, seeds physiological quality indices and
aflp molecular markers, in 41 mother trees sampled of Jaboticabal, state of S&o Paulo,
Brazil. For biometric characterization, the fresh weight fruits and seeds, length and
diameter of fruits were determined. The germination test was carried out two sheets of
blotting paper, under temperature of 30 °C and a photoperiod of 8 hours. The
accelerated aging test was conducted under temperature of 45 °C for 96 hours, and the
electrical conductivity test was conducted under temperature of 25 °C for 24 hours. The
statistical analysis was randomized block design with four replications per treatment,
and means were compared by Scott-Knott test (P < 0,05). For molecular analysis, were
carried banding produced by primers, giving indice “1” for presence and “0” for band
absence. The genetic divergence among mother trees was measured by Tocher and
UPGMA methods for seeds and fruits traits, and UPGMA method for molecular analysis.
There is great variation among traits evaluated; the germination and accelerated aging
tests show evidence variability in physiological quality seeds from different mother trees;
the electrical conductivity test is not useful for distinguishing the mother trees regarding
the physiological quality seeds; the molecular analysis was efficient to cluster different
mother trees; there is no relation between mother trees grouping by different methods,
and, the combination between methods information, will be useful in the genetic
potential maximization of evaluated germplasm; recommended to collect seeds largest
possible number of mother trees to ensure representation of genetic variability.

Keywords: biometric characters, forest seeds, genetic conservation, molecular markers,

mutamba, seeds vigor



1. INTRODUCAO

A crescente demanda por sementes e mudas de espécies arbdreas nativas,
deve-se, em grande parte, a atuacdo mais rigorosa dos érgaos de fiscalizagdo, da
legislacdo ambiental cada vez mais exigente e da propria conscientizagdo dos agentes
de transformacédo da sociedade, sejam eles, educadores, politicos, empreendedores,
dentre outros (PAULA, 2007).

De acordo com o autor, questiona-se, por exemplo, sobre a variabilidade
genética das mudas das espécies trabalhadas, sobre qual o niumero de matrizes e
como estas estdo sendo selecionadas para a coleta de sementes, dentre outros. O
conhecimento da variabilidade e da base genética das sementes utilizadas €
imprescindivel para a garantia da sustentatibilidade dos plantios, sejam eles com
finalidades produtivas e, ou conservacionistas. Dessa forma, o uso de um numero
relativamente grande de matrizes para a coleta de sementes e producdo de mudas, por
si 8O, ndo é garantia de base genética suficiente na populagdo (mudas) resultante o que
podera, a curto e médio prazo, trazer consequéncias negativas em termos de
sustentabilidade dos trabalhos de revegetacao.

Guazuma ulmifolia Lam., popularmente conhecida como mutambo, pertence a
familia Sterculiaceae e ocorre em praticamente todo o pais, desde a Amazénia até o
Parana, principalmente na floresta latifoliada semidecidua. E uma espécie comumente
encontrada no cerrado brasileiro, sendo bastante recomendada para recuperagcéo de
areas degradadas (LORENZI, 2002). E uma espécie pertencente aos estagios iniciais
de sucessao secundaria, sendo considerada como espécie pioneira na regeneracao de
areas (PAIVA SOBRINHO & SIQUEIRA, 2008).

Estudos de divergéncia genética sdo extremamente importantes no contexto de
trabalhos de conservacao genética e manutencao de bancos de germoplasma. A
identificacdo de acessos semelhantes em populagcdes naturais e, ou bancos de
germoplasma, por meio da identificagdo da divergéncia, direcionam trabalhos de coleta
de sementes e descarte de materiais redundantes (MARTINELLO et al., 2002;

PEREIRA et al.,, 2003). A utilizacao de caracteres biométricos, fisiolégicos e de



marcadores moleculares em espécies vegetais constitui um importante instrumento na
realizacao destes estudos.

Dentro da mesma espécie, existem variacoes individuais devidas as influéncias
de fatores bidticos e abibticos, durante o desenvolvimento das sementes e a
variabilidade genética. Assim, as caracteristicas referentes as sementes podem variar
entre plantas da mesma espécie, de ano para ano e, também, dentro de uma mesma
planta (PINA-RODRIGUES & AGUIAR, 1993).

Nas espécies arbdreas tropicais existe grande variabilidade com relacdo ao
tamanho dos frutos, numero de sementes por fruto e tamanho das sementes (CRUZ &
CARVALHO, 2003). Mesmo com valor taxonémico questionavel, os dados biométricos
de frutos e sementes tém valor ecoldgico indiscutivel, auxiliando na determinacdo da
variabilidade da espécie, bem como no estudo do tipo de dispersdao e dos agentes
dispersores (MARTINS & OLIVEIRA, 2001).

De acordo com VALENTINI & PINA-RODRIGUES (1995), a aplicacdo de testes
de vigor em sementes de espécies florestais € uma pratica que permite estimar e
comparar lotes de sementes para diferentes objetivos. A simplicidade, inerente a varios
destes testes, aliada aos bons resultados, tornam-os de utilizagdo promissora em varios
campos de pesquisa. Comparagdes de vigor de sementes entre matrizes, progénies e
procedéncias, oferecem ao pesquisador dados adicionais em uma fase inicial de um
programa de melhoramento ou conservacdo genética. Entre os testes de vigor de
utilizagdo promissora em sementes de espécies florestais destacam-se os testes de
envelhecimento acelerado e condutividade elétrica.

O sucesso de qualgquer programa de melhoramento ou de conservacao é
dependente do conhecimento da quantidade de variagdo presente na espécie de
interesse. Caracteres morfolégicos e agronémicos, usados para a medicdo da
diversidade genética em determinadas populacdes de individuos possuem uma grande
dificuldade na identificacdo de grupos taxonémicos discretos. Esta dificuldade deve-se
ao fato de que a grande maioria dos caracteres vegetais sado influenciados por fatores
ambientais, exibindo variacao continua e um alto grau de plasticidade fenotipica. Para



tentar solucionar estes problemas, técnicas envolvendo marcadores moleculares tém
sido utilizadas para monitorar a variabilidade genética (PARKER et al., 1998).

Atualmente, muitos métodos estdo disponiveis para analisar a diversidade
molecular em populac¢des de plantas. Essas metodologias diferenciam-se pela técnica
utilizada para revelar a variabilidade ao nivel de DNA, e assim variam quanto a
habilidade em detectar diferencas entre individuos, custo, facilidade de uso,
consisténcia e reprodutibilidade (MILACH, 1998). Dentre os diversos tipos de
marcadores atualmente disponiveis destacam-se os marcadores AFLP (Amplified
Fragment Lenght Polymorphism), técnica primeiramente descrita por VOS et al. (1995),
que gera um grande numero de marcas que sao representativas do genoma da espécie
estudada, com uma alta reprodutibilidade de informacgdes. Altos niveis de diferenciacao
podem ser encontrados pelo marcador AFLP, por conta das diferencas de heranca e
ploidia. Diversidade e diferenciacdao sdo dependentes ndo somente devido a marcas
especificas, mas também a taxa de mutacdo, homoplasia, heranca e também a
intensidade de fluxo génico entre populagbes (RIBEIRO et al., 2002).

Portanto, o objetivo deste projeto foi determinar a divergéncia genética por
caracteres biométricos de frutos e sementes, parametros da qualidade fisiolégica de
sementes e por marcadores moleculares AFLP entre matrizes de Guazuma ulmifolia,
com propésito de subsidiar trabalhos de marcacdo de matrizes para coleta de
sementes, programas de restauracado ecoldgica, conservacdo e melhoramento genético

da espécie.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Guazuma ulmifolia Lam.

Guazuma ulmifolia Lam. pertence a familia Sterculiaceae e ocorre em
praticamente todo o pais, desde a Amazénia até o Parana, principalmente na floresta
latifoliada semidecidua, ocorrendo também em grande parte da América Latina. E uma
espécie comumente encontrada no cerrado brasileiro, sendo popularmente conhecida
como mutamba, mutambo, fruta-de-macaco, embira, embireira e mutamba-verdadeira
(LORENZI, 2002).

Apresenta altura entre 8 e 16 m e tronco entre 30 e 50 cm de didmetro, sendo
uma espécie arbérea de porte médio (BARBOSA & MACEDO, 1993). E uma espécie
pertencente aos estagios iniciais de sucessdo secundaria, sendo considerada como
espécie pioneira na regeneracao de areas (PAIVA SOBRINHO & SIQUEIRA, 2008) e
também como secundaria inicial (FERRETI et al., 1995; TRAPE & OLIVEIRA, 1995).

A madeira apresenta coloragdo castanho-clara, com densidade regular e tecido
compacto, pouco resistente, sendo utilizada em caixotaria, marcenaria, fabricacdo de
carroceria, confecgao de tonéis e coronhas de armas. Além de fornecer material para a
fabricacdo de cordas, as folhas podem ser utilizadas na alimentagdo de animais
domésticos e os frutos sdo apreciados por macacos e outros animais (LORENZI, 2002;
BARBOSA & MACEDO, 1993).

E uma espécie calcifila caracteristica (RATTER et al., 1978) e indicadora de
solos mesotréficos (CARVALHO et al., 1999). Ha associacao simbidtica com incidéncia
média de micorriza arbuscular. Contudo, € espécie altamente dependente dos fungos
micorrizicos arbusculares (NISIZAKI & ZANGARO FILHO, 1996).

O fruto € uma capsula subglobosa septicida, seca, verrucosa, verde a negra,
dura, de 1,5 cm a 3,5 cm de comprimento, abrindo-se em cinco segmentos que se
fendem no é&pice ou irregularmente por poros (PAIVA & GARCIA, 1999). Apresenta
folhas obliquas irregulares, geralmente cordadas dentadas, pilosas na parte superior €
levemente branco tomentosas na parte inferior (LITTLE & WADSWORT, 1969).



A floragdo acontece de setembro a dezembro, no Estado de S&o Paulo e em
Minas Gerais (BRANDAO & GAVILANES, 1990; BRINA, 1998) e a maturagéo dos frutos
ocorre de junho a novembro (BARROSO et al., 1993; BRINA, 1998), entretanto
permanecem na &rvore por mais algum tempo. E freqliente observar flores, frutos
imaturos e frutos maduros na mesma arvore (CARVALHO, 2007).

E uma espécie mondica, tendo como vetores de polinizagdo essencialmente
abelhas (MORELLATO, 1991; DEUS et al., 1993) e diversos insetos pequenos
(KUHLMANN & KUHN, 1947). A dispersédo dos frutos e sementes é essencialmente
zoocérica (BRINA, 1998), principalmente aves e peixes. Também sdo dispersadas por
mamiferos, incluindo-se o gado e, possivelmente cavalos e outros animais (LOPEZ et
al., 1987).

As sementes possuem duas camadas bem distintas, evidenciando a testa e o
tegma, sendo classificadas como bitégmicas, e quanto a sua constituicdo quimica séo
classificadas como amilaceas. A germinacdao das sementes é do tipo epigea, e as
plantulas sao fanerocotiledonares (ARAUJO NETO, 1997). O niimero de sementes por
quilo pode variar em torno de 159 mil (SANTOS, 1979) a 225 mil (CATIE, 1986).

As sementes de mutamba sdo classificadas como ortodoxas com relacdo ao
armazenamento (CARVALHO, 2000). A viabilidade germinativa das sementes dessa
espécie em armazenamento dura mais de 90 dias. Sementes armazenadas em camara
fria (5 °C) mantém o poder germinativo por pelo menos seis meses (DURIGAN et al.,
1997). FERRETTI et al. (1995) verificaram a germinacdo em sementes armazenadas
por periodos de até 1 ano.

Um dos maiores usos potenciais para essa espécie é em consorcios
agrissilvipastoris (CATIE, 1986). Em Porto Rico, a mutamba é utilizada para arborizagéo
de pastos. O gado vacum e cabalar comem os frutos novos e a folhagem,
especialmente em periodos de seca. Na Bolivia, a mutamba é recomendada para
cortinas de uma sé fileira e para fileiras laterais das cortinas quebra-ventos naturais
(JOHNSON & TARIMA, 1995). Devido ao fato das flores de mutamba serem meliferas,
produzindo boa quantidade de néctar (RAMOS et al.,, 1991), outra grande



potencialidade da espécie é a apicultura, sendo fonte de mel saboroso, muito agradavel
e de alta qualidade (CARVALHO, 2007).

Na regiao canavieira do Ceara, o extrato mucilaginoso da mutamba obtido por
cozimento de pedagos de seu caule € amplamente utilizado na fabricacao artesanal de
rapadura, como agente de clarificagdo do caldo da cana durante a fervura (LORENZ| &
MATOS, 2002). Em Barao de Melgaco, MT, quando secos, os frutos, sdo utilizados no
preparo de chas, sendo considerado um 6timo substituto do cha-mate (GUARIM NETO,
1984).

No México, esta planta tem uma longa histéria de uso indigena, sendo o cha da
casca empregado para facilitar o parto, para aliviar as dores gastrintestinais, para tratar
asma, febre, diarréia e disenteria. Como indicacbes fitoterapicas, destacam-se:
cicatrizante de feridas e de Uulceras; desobstruente do figado; no tratamento de
dermatoses, da sifilis, da bronquite, da asma, da tosse, da pneumonia e de outras
afeccdes do aparelho respiratério (TESKE & TRENTINI, 1997). Pesquisas recentes vém
sendo realizadas com o intuito de se conhecer melhor as propriedades farmacéuticas e
medicinais da mutamba (FERNANDES et al., 2005; GALINA et al., 2005; BERENGUER
et al., 2007; MAGOS et al. 2008; LOPES et al. 2009).

Visando a conservacdo de recursos genéticos e um futuro programa de
melhoramento da espécie, BORGES et al. (1995) selecionaram inicialmente 200
arvores candidatas e, apés as avaliacbes necessarias, escolheram 60 arvores
superiores, numa area total de 60 ha de plantio, com uma intensidade média de selecéo
de 1:500. A superioridade média das arvores selecionadas para a altura foi de 30,85%,
com amplitude de 23,93% a 51,18% e para didmetro de copa foi 21,90% com amplitude
de 0 a 56,28%, mostrando boas perspectivas de ganhos de sele¢éo, justificando assim

o programa de melhoramento de Guazuma ulmifolia.

2.2. Biometria de Frutos e Sementes

Os dados biométricos de frutos e sementes possuem extremo valor ecolégico,

auxiliando na determinacao da variabilidade da espécie, bem como no estudo do tipo de



dispersdo e dos agentes dispersores (MARTINS & OLIVEIRA, 2001). O tamanho e o
peso dos frutos e sementes, bem como o numero de sementes por fruto sao
caracteristicos de cada espécie, existindo forte influéncia ambiental sobre os mesmos
(ALVES et al., 2005; PAULA, 2007).

Os estudos biométricos auxiliam a determinacdo dos diferentes parametros
fenotipicos entre os individuos de uma populacdo, visto que, nas espécies arbéreas
tropicais existe grande variabilidade com relacao aos caracteres morfoldgicos (CRUZ &
CARVALHO, 2003; MELO et al.,, 2004). Dessa forma, é de grande importancia o
conhecimento do tipo e tamanho de frutos e sementes para esses estudos (CRUZ et al.
2001). Entretanto, poucos sao os trabalhos que objetivam a caracterizacao de frutos e
sementes dessas espécies visando ampliar o conhecimento sobre as mesmas
(EDWARDS, 2000).

A caracterizacdo biométrica de frutos e sementes tem sido importante para a
diferenciacao de espécies do mesmo género (CRUZ et al., 2001), para subsidiar a
classificacao de grupos ecologicos (BASKIN & BASKIN, 1998; CASTELLANI, 2003),
para a caracterizacao de germoplasma (ALVES et al., 2003), entre outras diversas
areas de estudo.

Dentro da mesma espécie, existem variacoes individuais devidas as influéncias
de fatores bidticos e abidticos, durante o desenvolvimento das sementes e a
variabilidade genética. Assim, o tamanho e o peso da semente podem variar entre
plantas da mesma espécie, de ano para ano e, também, dentro de uma mesma planta
(PINA-RODRIGUES & AGUIAR, 1993). A variacdo entre individuos, numa mesma
populacdo, possibilita a sele¢cdo com vistas a melhoria de um dado -carater,
constituindo-se numa das mais importantes fontes de variabilidade disponiveis para os
melhoristas de plantas (PAULA, 2007)

Normalmente, os caracteres associados aos 6rgaos reprodutivos das plantas
apresentam uma maior estabilidade do que os caracteres vegetativos. Isto pode ser
explicado pelo maior controle genético e pela pressdo de selecdo exercidos sobre os
caracteres reprodutivos, no processo de evolucao (ALVES, 2002).



A compreensado da ecologia tropical ligada a realizacdo de estudos que possam
permitir uma precisa identificagcdo das espécies vegetais, a partir de suas fases juvenis,
enfatizando seus frutos, sementes e plantulas, podem ser precursores de um bom
manejo e conservacao para algumas espécies arboéreas, contribuindo assim, na
reconstituicdo de florestas tropicais (OLIVEIRA, 1997; MOREIRA CONEGLIAN &
OLIVEIRA, 2006).

O crescente uso das espécies florestais torna indispensaveis esses estudos,
visando sua propagacao e preservacado (MELO & VARELA, 2006). Em virtude disso, o
estudo desses caracteres é importante e contribui para o entendimento da sucesséao e
regeneracdo dos ecossistemas naturais (DONADIO & DEMATE, 2000; ARAUJO NETO
et al.,, 2002; MELO & VARELA, 2006) e ainda pode contribuir na analise dos
mecanismos de dispersao das espécies arboreas florestais (MELO et al., 2004).

Estudos de variabilidade e ou de divergéncia genética por caracteres biométricos
de frutos e sementes, entre outros, sdo bastante comuns em espécies com longa
histéria de melhoramento e domesticacao (RIBEIRO & STORCK, 2002; BARBIEIRI et
al., 2005; KARASAWA et al., 2005; SUDRE et al., 2005) e outras em estadios
considerados selvagens ou em inicio de domesticacao (SANO et al., 1999; BOTEZELLI
et al., 2000; TELLES et al., 2001; FARIAS NETO & OLIVEIRA, 2002; ARRIEL et al.,
2004; ARRIEL et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2006). Ainda assim, existe uma caréncia de
estudos sobre morfometria de frutos e sementes de espécies florestais tanto nativas
como exéticas (ARAUJO et al., 2004).

2.3. Qualidade Fisiologica de Sementes

A qualidade fisiologica da semente é definida por duas caracteristicas
fundamentais: germinacao e vigor. Tais caracteristicas representam diferentes atributos
da semente. A germinacdo, avaliada pelo teste de germinacéo, procura determinar o
maximo potencial germinativo de um lote de sementes e proporciona para tanto,
condigdes julgadas as mais favoraveis possiveis (FONSECA, 2007). Portanto, alta

germinacao constatada em laboratério ndo é garantia de alta emergéncia das plantulas



em campo. Dessa forma, o teste de germinacéo ndo avalia, freqiientemente, o potencial
fisiologico das sementes para um bom desempenho em campo; avaliacoes
consideradas mais consistentes com esta finalidade séo realizadas por testes de vigor.
O vigor expressa atributos mais sutis da qualidade fisiolégica, ndo revelados pelo teste
de germinacéo, e é determinado sob condi¢cdes desfavoraveis ou medindo-se o declinio
de alguma funcéao bioquimica ou fisiolégica (MARCOS FILHO et al., 1987).

A viabilidade, determinada pelo teste de germinacgao, procura avaliar a maxima
germinagéo da semente. Enquanto, o vigor compreende um conjunto de caracteristicas
que determinam o potencial fisiolégico das sementes, sendo influenciado pelas
condicoes de ambiente e manejo durante as etapas de pré e pés-colheita (VIEIRA &
CARVALHO, 1994).

O termo germinacgao pode ser conceituado de diferentes maneiras, em funcao do
campo de investigacdo. Segundo LABOURIAU (1983), do ponto de vista botanico a
germinagdo é um processo bioldégico constituido pela retomada do crescimento do
embrido, com o0 consequente rompimento do tegumento pela radicula. Para os
tecnologistas de semente, a germinacédo é reconhecida como a producgédo de plantulas
normais (BRASIL, 1992). Ja sob o ponto de vista fisioldégico, germinar € sair do repouso
e entrar em atividade metabdlica (BORGES & RENA, 1993).

O teste de germinacgao determina, numa amostra, a propor¢cao de sementes vivas
e capazes de produzir plantas normais sob condi¢cdes favoraveis. Este teste foi
desenvolvido e aperfeicoado para avaliar o valor das sementes para o plantio, bem
como para comparar diferentes lotes, servindo assim como base para o comércio de
sementes. Este teste é conduzido oferecendo as sementes as condigcbes mais
favoraveis, tais como luz, substrato mais adequado, temperatura, umidade e aeracao
(FIGLIOLIA et al, 1993).

O vigor de sementes pode ser entendido como o nivel de energia que uma
semente dispde para realizar as tarefas do processo germinativo (CARVALHO, 1986).
Contudo, a definicdo do que seja o vigor de sementes ndo € tarefa facil e as duas
principais associacdes que congregam tecnologistas de sementes (ISTA - International

Seed Testing Association - e AOSA - Association of Official Seed Analysts) tém, cada
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uma, a sua definicdo. Assim, de acordo com a AOSA (1983), vigor de sementes
“compreende aquelas propriedades que determinam o potencial para uma emergéncia
rapida e uniforme e para o desenvolvimento de plantulas normais sob ampla faixa de
condicbes ambientais” e, pela ISTA (HAMPTON & TEKRONY, 1995), o vigor de
sementes “é a soma das propriedades que determinam o nivel potencial de atividade e
desempenho de uma semente ou de um lote de sementes durante a germinacao e a
emergéncia da plantula”.

Como um unico teste ndo consegue avaliar, de forma simultdnea e satisfatéria,
todos os aspectos de vigor que podem afetar o estabelecimento das plantulas em
campo, varios testes tém sido propostos, uma vez que a deterioracdo de sementes e a
consequente queda de vigor se manifestam de diferentes formas (MARCHI & CICERO,
2002).

Como caracteristicas adequadas de um teste de vigor, eles devem ser rapidos,
de facil execucdo, nao exigirem equipamentos complexos, sendo também de baixo
custo e igualmente aplicaveis para determinar o vigor de uma semente ou de um lote
delas, além de apresentarem eficiéncia para detectar tanto pequenas como grandes
diferengas de vigor (CARVALHO & NAKAGAWA, 2000; MARCOS FILHO, 2005). Entre
os testes considerados como mais convenientes para a avaliacdo do vigor das
sementes estdo o0 envelhecimento acelerado e a condutividade elétrica (MARCOS
FILHO, 1999b).

O teste de condutividade elétrica avalia, indiretamente, o grau de estruturacao
das membranas celulares, através da determinacdo da quantidade de lixiviados em
uma solucdo de embebicdo, a qual é inversamente relacionada a integridade das
membranas celulares. As sementes sdo embebidas em determinado volume de agua,
sob temperatura controlada, durante periodo pré-estabelecido. Em conseqiiéncia da
menor estruturacdo e seletividade das membranas, sementes de menor potencial
fisiolégico liberam maior quantidade de lixiviados, resultando em maior valor de leitura
de condutividade elétrica (VIEIRA & KRZYZANOWSKI, 1999; MARCOS FILHO, 2005).

Desse modo pode-se associar que uma forte concentracao ibnica nos lixiviados

representa a presenca de membranas deterioradas e, por conseguinte, sementes de
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baixa qualidade. Por outro lado, a detecgdo de um baixo nivel de eletrdlitos nos
lixiviados, automaticamente, leva a supor uma boa integridade destas membranas,
como indicativo de uma boa conservacao de vigor e capacidade germinativa (SAMPAIO
et al., 1995). Isso é devido a grande capacidade de reorganizacao das membranas
celulares e de reparacao de certos niveis de danos que € maior para sementes de mais
alto vigor (VIEIRA & KRZYZANOWSKI, 1999).

Muitos fatores, alguns diretamente relacionados as sementes e outros a prépria
metodologia empregada, podem interferir nos resultados do teste de condutividade
elétrica. Entre aqueles relacionados as sementes pode-se citar a presenca e ocorréncia
de danos mecanicos durante a colheita, extracao e, ou beneficiamento das sementes, o
tamanho de sementes, as diferencas entre genoétipos e teor de agua das sementes
(VIEIRA & KRZYZANOWSKI, 1999). Entre os fatores relativos a metodologia de
condugéao do teste, o volume de agua usado para embebicdo das sementes, 0 numero
de sementes por amostra, o tempo e a temperatura de embebicdo sdo dos mais
importantes.

Outro teste de vigor, amplamente usado em sementes agricolas, € o teste de
envelhecimento acelerado, também denominado de envelhecimento precoce ou, ainda,
de envelhecimento artificial. Inicialmente desenvolvido com a finalidade de estimar o
potencial relativo de armazenamento de sementes de trevo e festuca, esse teste tem
sido intensivamente estudado com vistas a sua padronizacédo. O principio do teste de
envelhecimento acelerado baseia-se no aumento da taxa de deterioracdo das
sementes, pela sua exposi¢ao a niveis elevados de temperatura e umidade relativa do
ar, considerado os fatores ambientais de maior influéncia na intensidade e velocidade
de deterioracdo (MARCOS FILHO et al., 1987; MARCOS FILHO, 1999a; MARCOS
FILHO, 2005).

Segundo TORRES & MARCOS FILHO (2001) e RAMOS et. al (2004) as
sementes consideradas vigorosas se deterioram mais lentamente apds serem
submetidas ao envelhecimento acelerado e, portanto, podem tolerar estresse mais
acentuado e suportar melhor as condicées em campo ou armazenamento. MARCOS
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FILHO (2005) comenta que o teste de envelhecimento acelerado € um dos mais
sensiveis e eficientes para a avaliagao do vigor de sementes de diversas espécies.

Dentre os fatores que afetam o comportamento das sementes durante o teste de
envelhecimento acelerado, pode-se citar a temperatura e o periodo de exposi¢cdo das
sementes, o teor de agua das sementes, a abertura da camara durante a conducao do
teste, o gendtipo, dentre outros (MARCOS FILHO, 1999a). Quanto a temperatura e ao
periodo de exposicao, tem-se verificado que aumento na primeira promove efeitos mais
drasticos sobre a germinacado que o prolongamento do periodo de envelhecimento e,
quanto ao teor de agua, sementes mais Umidas sdo, em geral, mais sensiveis as
condicoes do teste (MARCOS FILHO, 2005).

A avaliacdo da qualidade fisiolégica de sementes florestais é realizada,
geralmente, por meio de testes de germinacao. Destes testes podem ser obtidas varias
informagdes como a porcentagem e a velocidade de germinagédo, a uniformidade da
germinacgao e aspectos relativos ao desenvolvimento (comprimento e massa de matéria
seca) de plantulas. Nao obstante o teste de germinagao possibilitar o provimento destas
e outras informacdes, o comum € serem avaliadas apenas a porcentagem e a
velocidade de germinacdo, de forma que, na maioria das vezes, este teste é
subutilizado nas pesquisas com sementes florestais (PAULA, 2007).

De acordo com VALENTINI & PINA-RODRIGUES (1995), a aplicacdo dos testes
de vigor em sementes de espécies florestais € uma pratica que permite estimar e
comparar lotes de sementes para diferentes objetivos. A simplicidade, inerente a varios
destes testes, aliada aos bons resultados, tornam-os de utilizacdo promissora em varios
campos de pesquisa. Comparacgdes de vigor de sementes entre matrizes, progénies e
procedéncias, oferecem ao pesquisador dados adicionais em uma fase inicial de um
programa de melhoramento ou conservagao genética.

Porém, a aplicacao destes testes, possibilitando a avaliagao precisa da qualidade
fisiolégica de lotes de sementes de espécies florestais, deve ser melhor avaliada devido
a grande variabilidade genética que estas espécies apresentam. Isto se torna mais
restritivo quando o interesse é comparar lotes provenientes de localidades diferentes,
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em que a variacdo ambiental passa a ter influéncia marcante na variabilidade das
caracteristicas fisico-quimicas das sementes (BONNER,1998).

A excecdo dos testes que sdo conduzidos juntamente com o teste de
germinagao, poucos séo os testes de vigor com metodologia definida para as sementes
florestais. Acredita-se que a diversidade das espécies florestais e das condi¢coes
ambientais de producdo de sementes destas espécies, bem como a alta variabilidade
existente numa mesma espécie quanto aos varios caracteres de frutos e sementes,
sejam os principais fatores que dificultam a padronizagdo destes testes na area
florestal, principalmente para as espécies com baixo grau de domesticacdo e
melhoramento (PAULA, 2007).

2.4. Marcadores Moleculares AFLP

A expressao da variabilidade genética ocorre de forma diferenciada nas diversas
etapas de crescimento de uma espécie. A sua identificacdo ao nivel do fenétipo tem
sido uma tarefa dificil tendo em vista a complexidade da expressdo génica e a influéncia
dos fatores ambientais (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). Segundo estes autores,
por marcadores moleculares define-se todo e qualquer fenétipo molecular oriundo de
um gene expresso, ou de um segmento especifico de DNA (correspondente a regides
expressas ou nao do genoma).

Inicialmente, a utilizacdo de enzimas de restricdo permitiu a andlise de
comprimento de fragmentos de restricio de DNA (“Restriction Fragment Length
Polymorphism” - RFLP) (GRODZICKER et al.,, 1974). Mais recentemente, o
desenvolvimento do processo de amplificacdo em cadeia utilizando uma DNA
polimerase (PCR) (MULLIS & FALOONA, 1987; SAIKI et al., 1988) levou a descri¢cao de
outras classes de marcadores moleculares

Os distintos tipos de marcadores moleculares hoje disponiveis diferenciam-se
pela tecnologia utilizada para revelar variabilidade existente ao longo da molécula de
DNA, e assim variam quanto a habilidade de detectar diferencas entre individuos, ao
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custo, a facilidade de uso, a consisténcia e repetibilidade dos resultados (MILACH,
1998).

Dentre os marcadores moleculares de DNA mais utilizados, pode-se destacar o
polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP), polimorfismo de DNA
amplificado ao acaso (RAPD), polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados
(AFLP), e microssatélites (SSR) (KARP et al.,, 1996; FERREIRA & GRATTAPAGLIA,
1998; MELO et al., 2001).

Os marcadores AFLP (Amplified Fragment Lenght Polimorfism) se baseiam na
amplificacdo seletiva, via PCR, de fragmentos de DNA gendmico total gerados pela
clivagem com enzimas de restricdo (VOS et al., 1995; LIU, 1998).

A analise de AFLP consiste basicamente em quatro etapas. Na primeira etapa, o
DNA genbmico total do individuo é clivado com duas enzimas de restricdo. Na segunda,
adaptadores especificos sado ligados aos terminais dos fragmentos gendmicos gerados
pela clivagem. Na terceira etapa, uma fragdo dos fragmentos gerados & amplificada
seletivamente via PCR, utilizando “primers” especificamente desenhados para
reconhecer sequéncias nos adaptadores. Na quarta e ultima etapa, a subpopulagédo de
fragmentos amplificados é separada em gel de alta resolucdo (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998; LIU, 1998; RAMALHO et al., 2000).

A vantagem que mais destaca esta tecnologia das demais € o grande numero de
fragmentos que sdo gerados e resolvidos num unico gel. O indice de “multiplex” do
ensaio AFLP, ou seja, o numero de marcadores simultaneamente analisados em um
unico gel € um dos mais altos entre as tecnologias disponiveis. A técnica de AFLP é,
portanto, muito eficiente na amostragem ampla e simultanea de um genoma. A segunda
vantagem é o grande poder de deteccdo de variabilidade genética, que explora
simultaneamente o polimorfismo de presenca e auséncia de sitios de restricao, e a
ocorréncia ou nao de amplificacdo a partir de sequéncias arbitrarias (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998; RAMALHO et al., 2000).

Entretanto, a principal limitagdo dos marcadores AFLP & o baixo conteudo de
informacao genética por loco, pois sdo de natureza dominante. Além disso, a andlise

AFLP envolve um maior nimero de etapas, necessitando de maior quantidade de
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reagentes e equipamentos, incrementando o custo das andlises (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998; HOEZEL & GREEN, 1998; ZHIVOTOVSKY, 1999; COSTA et
al., 2000).

Marcadores AFLP vém sendo empregados com o propésito de caracterizar
variabilidade e divergéncia genética (GANGA et al., 2004; FREITAS et al., 2005). Pode-
se citar a Moringa oleifera, uma espécie arb6rea com varias aplicacées, onde estes
marcadores tém revelado diferencas significativas entre as regides de procedéncia
(MULUVI et al., 1999). Outro exemplo é a reconstru¢do de bosques na Europa com a
espécie Quercus petraea, utilizando progénies de individuos selecionados, com a
finalidade de estabelecer a maxima variabilidade para fins de conservacao (GREEF et
al., 1998).

2.5. Divergéncia Genética

A variabilidade genética é considerada como sendo a capacidade de uma
espécie, de uma populagdo ou de uma progénie para expressar diferentes fenétipos
(RAMALHO et al., 2000), enquanto a divergéncia genética pode ser medida entre
individuos, progénies, populagbes, espécies, cultivares ou qualquer outro tipo de
unidade amostral e corresponde a diferencas nas freqiiéncias alélicas entre as
unidades consideradas. Assim, a variabilidade esta diretamente relacionada com a
divergéncia genética, uma vez que a amplitude da variabilidade em uma populacédo
segregante é funcao da divergéncia genética entre os pais envolvidos (FALCONER,
1987).

Estudos de divergéncia genética sdo, ainda, extremamente importantes no
contexto de trabalhos de conservacdo genética e manutencdo de bancos de
germoplasma (PAULA, 2007). A identificacdo de acessos semelhantes em populacoes
naturais e, ou bancos de germoplasma, por meio da identificacdo da divergéncia,
direcionam trabalhos de coleta de sementes e descarte de materiais redundantes
(MARTINELLO et al., 2002; PEREIRA et al., 2003).
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Ha duas maneiras basicas para se inferir a diversidade genética: uma de
natureza quantitativa e outra preditiva (CRUZ & CARNEIRO, 2003).

Dentre os métodos preditivos utilizados no estudo da divergéncia genética, estao
as analises multivariadas baseadas em caracteres fenotipicos. Algumas vantagens vém
sendo apontadas na utilizagdo desses métodos. Técnicas de analises multivariadas
tém-se constituido em ferramenta de grande utilidade em estudos genéticos, por
considerar simultaneamente um conjunto de caracteres de interesse. (CRUZ, 2001a;
FONSECA et al., 2006). Na predicdo da divergéncia genética, varios métodos podem
ser aplicados, sendo a escolha do método mais adequado determinada pela preciséo
desejada pelo pesquisador, pela facilidade da analise e pela forma como os dados
foram obtidos (CRUZ et al., 2004).

Os métodos multivariados empregados com frequéncia na visualizacdo e
interpretacdo da diversidade em plantas perenes tém sido: analises de componentes
principais, analises de agrupamentos e variaveis canénicas (ALVES, 2002; ARAUJO et
al., 2002; BARROS, 1991; DIAS, 1994; DIAS et al.,, 1997; MARTEL et al., 2003;
MOURA, 2003; SOUSA, 2003).

As técnicas de agrupamento dependem de uma medida de dissimilaridade que,
para variaveis quantitativas, geralmente usa-se a distancia euclidiana ou a de
Mahalanobis (CRUZ & CARNEIRO, 2003; CRUZ et al., 2004). Para DIAS (1994), a
matriz de dissimilaridade de dados biométricos construida com medidas de distancias
de Mahalanobis, apresenta uma boa precisdo. Para dados moleculares, onde se obtém
uma matriz composta por dados binarios, representados pelos niumeros 0 (auséncia) e
1 (presenca de bandas), aplicam-se varios indices de similaridades que variam de 0 a
1, sendo as dissimilaridades obtidas de seus complementos (CRUZ & CARNEIRO,
2003; CRUZ et al., 2004).

A matriz de dissimilaridade para dados moleculares dicotdmicos, que envolve a
presenca (1) e auséncia (0) de bandas, € obtida por meio do complemento aritmético de
um indice de similaridade (dg; = 1 - sg; ). A similaridade (sg;) € uma medida
estabelecida entre um genotipo (g)) e outro (g;), sendo expressa em valores que variam
entre 0 e 1 (CRUZ & CARNEIRO, 2003).
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Ha varios coeficientes de similaridades que se diferenciam por considerar ou nao
a ocorréncia das quatro possiveis observacoes da banda no gel, sendo elas: 1) a=11,
presenca no par de gendtipos, 2) b=10, presenca no genétipo / e auséncia em j, 3)
c=01, auséncia no gendtipo i e presenca em j, e 4) d=00, auséncia no par de genétipos
(DIAS, 1994; CRUZ & CARNEIRO, 2003).

As propriedades matematicas e genéticas dos coeficientes de dissimilaridades,
obtidos de freqiéncias alélicas, e dos de similaridades, gerados de dados binarios,
empregados em marcadores moleculares, foram amplamente discutidas por REIF et al.
(2005). Segundo esses autores, quando os dados sao obtidos por marcadores que
geram alelos nao informativos ou sdo organizados em uma matriz binaria, eles
permitem a analise apenas pelo uso de coeficientes de similaridade. Destacam ainda
alguns deles como mais importantes, tais como o de coincidéncia simples, o de Jaccard
e o de Nei e Li, sendo que os dois ultimos n&o contabilizam valores nulos (00).

A andlise de agrupamento tem por objetivo reunir diversos acessos (populacoes,
clones, procedéncias, progénies, etc.) com o uso de medidas de dissimilaridades
(CRUZ & CARNEIRO, 2003). Entéo, € necessario estimar uma matriz de dissimilaridade
e, com base nesta matriz, identificar os grupos similares. Para DIAS (1994), a principal
utilidade dessa técnica ocorre quando se emprega em um grande conjunto de dados,
transformando-o em pequenos subconjuntos de mais facil interpretacao e manipulacao.

Os métodos de agrupamentos classificam-se em dois tipos: hierarquicos e nao
hierarquicos. A diferenca entre eles esta no fato do primeiro envolver a construcao de
dendrograma. Nos hierarquicos, o agrupamento é realizado em n genétipos aos pares
com n(n-1)/2 combinacdes possiveis, porém, se o numero de gendtipos for grande, a
identificacdo de grupos homogéneos apenas pela visualizacdo da matriz € quase
impraticavel (CRUZ & CARNEIRO, 2003).

Os hierarquicos se dividem em divisivos e aglomerativos. Nos aglomerativos, os
genotipos mais similares sdao agrupados primeiro e, a partir deles, novos grupos sao
formados, de acordo com suas similaridades. CRUZ & CARNEIRO (2003) descrevem
varios tipos de agrupamentos hierarquicos aglomerativos, podendo-se destacar o
método UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Averages), que
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permite a construgdo de um diagrama de arvore denominado de dendrograma. Nele
identificam-se os grupos homogéneos e a delimitacdo desses grupos ocorre nos pontos
de alta mudanca de nivel. Dentro do ndo hierarquico, tem-se o método de otimizacao,
desenvolvido por Tocher (RAO, 1952), o qual estabelece grupos cujas médias das
distancias intragrupos sao sempre menores que as distAncias médias intergrupos,
formando, assim, grupos homogéneos mutuamente exclusivos entre si (DIAS, 1994;
PEREIRA, 1989).

Os métodos hierarquicos aglomerativos, especialmente o UPGMA, sao os mais
usados na visualizacdo e interpretacdo da diversidade genética de germoplasma
conservados em colecdes e obtidos por dados moleculares, independentemente do tipo
de marcador (NNGORAN et al., 1994; SOUSA et al., 2001; ALVES, 2002; MOURA,
2003; SOUSA, 2003). No caso da interpretacdo da diversidade fenotipica, € comum o
uso dos dois métodos de agrupamento, sendo o descritor de natureza diferente ou nao,
como também com ou sem descarte (PEREIRA, 1989; DIAS, 1994; DIAS et al., 1997;
MOURA, 2003; SOUSA, 2003).

O estudo da diversidade genética na area florestal, além dos objetivos ja
mencionados possibilita o conhecimento da base genética da populacédo, além de
proporcionar o descarte de gendétipos similares, possibilitando economia de tempo,
mao-de-obra e recursos financeiros (MOURA et al., 1999; ARRIEL et al., 2004) na
conducgao dos programas de melhoramento, de conservacao genética e de manutencao
de bancos de germoplasma (PAULA, 2007).
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3. MATERIAL E METODOS

Foram usados frutos e sementes provenientes de 41 arvores matrizes de
Guazuma ulmifolia Lam. (mutamba), Sterculiaceae, localizadas na area urbana e rural
do municipio de Jaboticabal, SP. Foram amostradas matrizes com boa producédo de
sementes e bom aspecto fitossanitario. As matrizes foram georreferenciadas com a
utilizacdo de um aparelho de GPS marca Garmin, modelo eTrex Vista e com o auxilio
do software GPS TrackMaker-Pro (Tabela 1). A localizacdo das matrizes esta
representada nas Figurasde 1 a 7.

Os frutos foram colhidos diretamente da arvore no més de novembro de 2008,
quando apresentavam indicios de maturacao (coloracdo marrom a preta com inicio de
abertura espontanea), com auxilio de um podao, sendo acondicionados em sacos de
plastico preto, devidamente individualizados e identificados por matriz, e transportados
para o Laboratério de Sementes e Melhoramento Florestal, da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias, da Universidade Estadual Paulista (FCAV-UNESP), Campus de
Jaboticabal. De parte dos frutos foram extraidas as sementes (Figura 8), com auxilio de
alicate e pincas, as quais foram destinadas para as avaliacdes biométricas e para os
testes de germinacgao e vigor.

3.1. Avaliacao Biométrica de Frutos e Sementes

Foram determinados o comprimento, o didametro e a massa de matéria fresca de
frutos, em quatro repeticoes de 5 unidades por matriz, e a massa de matéria fresca de
sementes, em quatro repeticbes de 100 unidades por matriz. O comprimento e o
didmetro dos frutos foram determinados com o uso de um paquimetro digital, com
precisao de 0,01 mm e a massa de matéria fresca de frutos e sementes com uma
balanca digital, com precisdo de 0,001 g.

Estes dados foram submetidos a andlise de variancia, considerando-se o modelo
inteiramente ao acaso, com 41 tratamentos (matrizes) e quatro repeticdes (de 5 frutos
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Tabela 1. Altitudes e coordenadas geograficas das 41 arvores matrizes de Guazuma
ulmifolia Lam. amostradas, localizadas no municipio de Jaboticabal, SP.

Matriz Latitude (S) Longitude (W) Altitude (m)
1 21°14' 56" 48° 16' 35" 556,5
2 21%14' 55" 48° 16' 34" 557,0
3 212 14' 55" 48°16' 34" 556,2
4 212 14' 55" 48° 16' 33" 556,8
5 212 14' 53" 48° 16' 32" 556,5
6 212 14' 52" 48° 16' 32" 556,4
7 212 14' 51" 48° 16' 26" 556,5
8 212 14' 51" 48° 16' 25" 556,0
9 212 14' 51" 48° 16' 25" 557,0
10 212 14' 51" 48° 16' 25" 557,2
11 212 14' 51" 48° 16' 24" 557,2
12 21°14' 50" 48° 16' 24" 557,9
13 212 14' 50" 48° 16' 23" 555,0
14 212 14' 50" 48° 16' 22" 555,2
15 21°14' 49" 48°16' 18" 556,3
16 212 14' 49" 48°16' 18" 556,3
17 212 14' 49" 48°16' 17" 556,5
18 21° 14' 49" 48°16' 16" 556,0
19 212 14' 48" 48°16' 15" 557,7
20 212 15' 34" 48° 16' 55" 597,4
21 212 15' 35" 48° 16' 54" 596,6
22 212 14' 45" 48°17' 13" 528,1
23 212 15" 14" 48°18' 22" 553,8
24 21215'13" 48°18' 20" 553,1
25 21215'13" 48°18' 20" 553,4
26 21215 15" 48°18" 11" 555,0
27 212 15" 15" 48°18' 11" 554,8
28 21215'17" 48°18' 06" 554,6
29 21215 18" 48° 18' 04" 5541
30 21215 19" 48°18' 02" 554,8
31 212 15' 20" 48°18' 02" 555,5
32 21216" 11" 48°18' 14" 610,3
33 212 16' 12" 48°18' 14" 610,6
34 212 16' 14" 48°18' 11" 608,6
35 212 16' 14" 48°18' 11" 608,4
36 21°216' 15" 48°18' 09" 608,4
37 212 14' 56" 48°16' 34" 556,3
38 212 14' 56" 48° 16' 33" 556,3
39 21° 14' 54" 48° 16' 32" 556,1
40 212 14' 52" 48° 16' 28" 558,0
41 212 14' 51" 48° 16' 26" 557,4
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Figura 1. Mapa do municipio de Jaboticabal, SP, com os pontos de amostragem das 41 arvores
matrizes de Guazuma ulmifolia Lam. (Imagem: Google Earth).

@ pontos de amostragem

Figura 2. Imagem de satélite de parte do municipio de Jaboticabal, SP, com os pontos de
amostragem das 41 &rvores matrizes de Guazuma ulmifolia Lam. (Imagem: Google

Earth).
@ pontos de amostragem
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Figura 3. Ponto 1: imagem de satélite das arvores matrizes de Guazuma ulmiflolia Lam. de
numero 1 a 19 e de ndmero 37 a 41 (Imagem: Google Earth).

Figura 4. Ponto 2: imagem de satélite das arvores matrizes de Guazuma ulmiflolia Lam. de
numeros 20 e 21 (Imagem: Google Earth).
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Figura 5. Ponto 3: imagem de satélite da arvore matriz de Guazuma ulmiflolia Lam. de numero
22 (Imagem: Google Earth).

Figura 6. Ponto 4: imagem de satélite das arvores matrizes de Guazuma ulmiflolia Lam. de
numero 23 a 31 (Imagem: Google Earth).
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Figura 7. Ponto 5: imagem de satélite das &rvores matrizes de Guazuma ulmiflolia Lam. de
numero 32 a 36 (Imagem: Google Earth).

Figura 8. Imagem ilustrativa dos frutos e sementes de Guazuma ulmifolia Lam..
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para biometria de frutos e 100 sementes para biometria de sementes). As médias entre

matrizes foram discriminadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
3.2. Tratamento Pré-germinativo das Sementes

Para a realizacdo dos testes de germinagdo, envelhecimento acelerado e
condutividade elétrica, as sementes foram submetidas ao tratamento pré-germinativo de
escarificagdo quimica com acido sulfurico 1 N, por 50 minutos, usando-se a relacao
volumétrica &cido:sementes 2:1, sendo em seguida lavadas em agua corrente para
neutralizagdo e remocao de residuos do mesmo (ARAUJO NETO & AGUIAR, 2000).

3.3. Teste de Germinacao

O teste de germinacao foi realizado em caixas de germinagao (“gerbox”), de
plastico transparente e com tampa, de 10,5 x 10,5 x 3 cm de dimensdes, usando como
substrato duas folhas de papel mata-borrao, a 30 °C, com fotoperiodo de 8 horas, com
quatro repeticdes de 25 sementes por matriz (ARAUJO NETO & AGUIAR, 2000). O
substrato inicialmente foi umedecido com 15 mL de agua destilada, o equivalente a trés
vezes a massa fresca do papel nao hidratado, porém no decorrer do experimento houve
necessidade de reumedecimento do mesmo.

O teste foi conduzido por 22 dias, avaliando-se diariamente o numero de
sementes com protrusdo da radicula. Ao final do teste foram avaliadas as seguintes
caracteristicas: porcentagem de sementes com protrusdo de radicula, indice de
velocidade de germinacdo, obtido segundo MAGUIRE (1962), porcentagem de
plantulas normais, ou seja, plantulas com as estruturas essenciais perfeitas,
porcentagem de plantulas albinas, e comprimento e massa de matéria fresca e seca de
plantulas normais.

O comprimento de plantulas foi avaliado com régua graduada em mm, e a massa

de matéria fresca e seca determinada em balanca de precisdo (0,001 g). A massa de
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matéria seca foi obtida apds submeter as plantulas normais a secagem a 70 °C por 48
horas, em estufa de circulacéo de ar.

Os dados foram submetidos a analise de variancia, segundo o delineamento em
blocos casualizados, com 41 tratamentos (matrizes) e quatro repeticdes (de 25
sementes). Os dados expressos em porcentagem foram submetidos ao teste de
normalidade de Liliefors e quando detectada a nao-normalidade procedeu-se a

transformagdo dos mesmos em arcsen(+VG/100), em que G refere-se a porcentagem de

germinagcédo, de plantulas normais ou plantulas albinas obtidas nos testes de
germinacao. As médias das matrizes foram agrupadas pelo teste de Scott-Knott a 5%

de probabilidade.

3.4. Teste de Envelhecimento Acelerado

O teste de envelhecimento acelerado foi conduzido pelo método do “gerbox”
(MARCOS FILHO, 1999b). Para tanto, uma camada uniforme de 100 sementes de cada
matriz, foi disposta sobre uma tela de aluminio e inserida no “gerbox”. Abaixo desta tela
foram adicionados 40 mL de agua destilada. Os “gerboxes” foram tampados e
conduzidos a um germinador vertical tipo B.O.D., regulado a temperatura de 45 °C, e ai
mantidos por 96 horas.

Ao final deste periodo, as sementes foram retiradas e foi montado o teste de
germinacdo conforme procedimentos ja descritos avaliando-se as mesmas
caracteristicas ja citadas.

Assim como no teste de germinacgéo, os dados foram submetidos a andlise de
variancia, segundo o delineamento em blocos casualizados, com 41 tratamentos
(matrizes) e quatro repeticobes (de 25 sementes). Os dados expressos em
porcentagem foram submetidos ao teste de normalidade de Liliefors e quando
detectada a nao-normalidade procedeu-se a transformacdo dos mesmos em

arcsen(~G/100), em que G refere-se a porcentagem de germinacdo, de plantulas

normais ou plantulas albinas obtidas nos testes de germinagédo. As médias das matrizes
foram agrupadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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3.5. Teste de Condutividade Elétrica

Para a realizacdo desse teste, as sementes anteriormente submetidas ao
tratamento pré-germinativo foram colocadas para secar sobre bancada de laboratério,
durante um periodo de cinco dias, para entrarem em equilibrio com o ambiente e
atingirem teor de agua semelhante entre as matrizes. Apdés esse periodo, foi
determinado o teor de agua das sementes a 105 + 3 °C, por 24 horas, conforme
recomendacgdes das Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 1992), usando duas
repeticdes de 0,1 g.

O teste de condutividade elétrica foi conduzido a 25 °C, conforme
recomendagdes basicas de VIEIRA & KRZYZANOWSKI (1999), com modificagdes.
Foram usadas quatro repeticoes de 40 sementes, cuja massa de matéria fresca foi
previamente determinada em balanca de precisdo (0,001 g), e apés submetidas a
embebicdo em 75 mL de 4gua destilada (condutividade elétrica menor que 3 pS.cm™)
por um periodo de 24 horas. A condutividade elétrica da solucdo de embebicdo das
sementes foi determinada com um condutivimetro marca Marconi, modelo CA 150, com
constante 1. Os resultados da leitura de condutividade elétrica da solucdo de
embebicdo das sementes foram divididos pelos respectivos valores de massa de
matéria fresca das sementes, expressando-se os resultados em pS.cm™.g’ de
sementes.

Os dados foram submetidos a analise de variancia, segundo o delineamento em
blocos casualizados, com 41 tratamentos (matrizes) e quatro repeticoes (de 40
sementes). As médias das matrizes foram agrupadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

3.6. Correlacao Entre Caracteres

Adicionalmente, foram estimados coeficientes de correlacdo de Pearson entre

todas as caracteristicas avaliadas na analise biométrica de frutos e sementes e nos
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testes de germinacdo, envelhecimento acelerado e condutividade elétrica. Todas as
andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do aplicativo computacional GENES
(CRUZ, 2001b).

3.7. Marcadores Moleculares AFLP

A andlise das 41 matrizes utilizando marcadores moleculares AFLP foi realizada
no Laboratério de Biotecnologia do Departamento de Plantas Medicinais da
Universidade de Ribeirdo Preto - UNAERP. A etapa de preparacdo do material vegetal
para a extracdo do DNA constituiu-se em coleta de folhas jovens, sem manchas ou
perfuracdes, as quais foram lavadas em agua corrente e retiradas as nervuras, sempre
individualizadas por matriz.

Extracdo do DNA vegetal: A extracdo de DNA total gendmico dos tecidos

vegetais foi realizada segundo técnica descrita por LODHI et al. (1994), com
modificagdes, descrita a seguir: 0,1 g de folhas frescas de cada amostra foi macerado
em nitrogénio liquido e homogeneizada em tubos de microcentrifuga de 2,0 mL,
contendo 1,0 mL de Tampado de Extragcdo (2% CTAB, 1,4 M NaCl, 0,2% 2-B-
mercaptoetanol, 20 mM EDTA, 100 mM TRIS-HCI-pH 8,0,). Ap6s 25 minutos de
incubacdo a 60 °C, foram adicionados 1,0 mL de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1),
centrifugando por 15 minutos a 10000 rpm a 23 °C. Em um novo tubo, o sobrenadante
foi transferido, ao qual adicionou-se 500 uL de NaCl 5 M e 2 volumes de etanol (100%).
Ap06s incubacédo a - 80 °C por 5 minutos, centrifugou-se a 6000 rpm por 5 minutos a 4
°C e depois a 10000 rpm por 5 minutos a 4 °C. Em seguida, o pellet formado foi lavado
em 1,0 mL de etanol (70%), posto para secar, e ressuspendido em 100 uL de TE. Apds
o pellet ter dissolvido totalmente, tratou-se com 20 uL de RNAse, incubando a 37 °C por
20 minutos.

A quantificacdo do DNA e sua qualidade foram realizadas com auxilio de
espectrofotometro, tendo-se medido a absorbancia de cada amostra em contraste com
uma amostra de agua destilada livre de DNA nos comprimentos de onda de 260 e 280
nm (SAMBROOK et al., 1989).
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Os marcadores moleculares AFLP foram utilizados para determinar a
variabilidade genética seguindo o protocolo adaptado por VOS et al. (1995).

Digestao: O DNA gendmico (200 ng) foi digerido conjuntamente com as enzimas
de restricao EcoRIl e Msel, em uma reacao contendo 23,75 uL de agua Milli-Q, 0,5 uL
de Tampao 100X BSA, 5,0 uL de Tampado 10X OPA, 0,5 puL da enzima Msel (5
unidades) e 0,25 pL da enzima EcoRlI (5 unidades). A reacdo de digestao foi incubada
em termociclador modelo PTC™-100 (MJ Research Inc) e submetida a um ciclo de 37
°C por 15 horas; 70 °C por 15 minutos e 4 °C overnight.

Posteriormente, os fragmentos gerados foram ligados as sequéncias
adaptadoras especificas complementares as extremidades clivadas pelas duas
enzimas.

Preparo dos Adaptadores: As sequéncias de adaptadores utilizadas para a

ligacéo das enzimas foram:

Primer EcoRI-Forward: CTCGTAGACTGCGTACC

Primer EcoRI- Reverse: AATTGGTACGCAGTCTAC

Primer Msel-Forward: GACGATGAGTCCTGAG

Primer Msel-Reverse: TACTCAGGACTCAT

Para o preparo desses adaptadores, os mesmos foram submetidos, em
termociclador, a um ciclo de 65 °C por 10 minutos; 37 °C por 10 minutos e 25 °C por 10

minutos, em reacdes descritas na Tabela 2.

Tabela 2. Mix das reagdes para o preparo dos adaptadores para ligacdo das enzimas

EcoRl e Msel.

Reagente Msel EcoRlI
Oligo 1 (Forward) 64,0 uL (500ng/uL) 5,6 pyL (600ng/uL)
Oligo 2 (Reverse) 56,0 uL (500ng/uL) 4,8 uL (620ng/uL)
Tampao 10X OPA 7,0 uL 6,0 puL

H.O Milli-Q 13,0 pL 103,6 pL
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Ligacdo dos Adaptadores: em cada amostra apdés a digestdo, foram

acrescentados 6,7 uL de agua Milli-Q, 1,0 uL do adaptador para o corte da EcoRl, 1,0
UL do adaptador para o corte da Msel, 1,0 uL de tampéao T4 DNA ligase e 0,3 uL da
enzima T4 DNA ligase. As amostras foram incubadas em termociclador por 3 horas a
23 °C.

Apébs a incubacdo das amostras, estas foram visualizadas em gel de agarose
(1%) para verificar a completa digestao e corte dos DNAs.

Amplificacdo Pré-Seletiva: O DNA clivado e ligado aos adaptadores (50 pl) foi

pré-amplificado com iniciadores contendo uma base seletiva, Eco-A/Msel-T. Os
produtos da PCR de pré-amplificacao seletiva foram utilizados como molde na segunda
reacao, denominada amplificacao seletiva, na qual foram utilizados iniciadores com 2 e
3 nucleotideos seletivos adicionados a extremidade 3’ dos iniciadores.

Para a reagdo de pré-amplificacdo, foi adicionado 0,5 uL EcoRI + 1 oligo (25
ng/uL), 0,5 uL Msel + 1 oligo (25 ng/uL), 0,4 uL dNTPs 2,5 mM, 1 uL 10X Buffer Mg
Free (Promega), 0,6 uL MgCl, (25 mM), 0,5 uL Tag DNA polimerase (5 unidades/ulL)
(Promega) e 2,5 uL do DNA ligado. A pré-amplificagéo foi realizada de acordo com a
seguinte programacao: 94 °C por 2 minutos, 94 °C por 1 minuto, 56 °C por 1 minuto, 72
°C por 1 minuto, 25 vezes (94 °C por 1 minuto, 56 °C por 1 minuto, 72 °C por 1 minuto),
e 72 °C por 5 minutos. Os produtos da pré-amplificacdo foram diluidos 4 vezes e
armazenados a - 20 °C.

Amplificacdo Seletiva: Na amplificacéo seletiva AFLP-PCR, foi adicionado 1,0 uL
EcoRI + X oligo (25 ng/ulL), 1,2 uL Msel + X oligo (25 ng/uL), 0,4 uL dNTPs 2,5 mM, 2,0
uL 10X Buffer Mg Free (Promega), 1,2 uL MgCl,, (25 mM), 0,5uL Tag DNA polimerase

(5 unidades/uL) (Promega) e 1,5 uL DNA pré-amplificado.

As combinagdes de primers utilizadas estdo descritas na Tabela 3, totalizando
trés combinacgdes.

A amplificacao seletiva foi realizada de acordo com a seguinte programacéao: 94
°C por 2 minutos, 94 °C por 30 segundos, 65 °C por 30 segundos, 72 °C por 1 minuto,



31

Tabela 3. Relacao de oligonucleotideos iniciadores utilizados para analise de AFLP,
com suas respectivas combinagdes.

Combinacao Primer EcoRI + A Primer Msel + T
1 E+ ATG M+ TCG
2 E+ AAT M+ TC
3 E+ AGA M+ TAA

11 vezes (94 °C por 30 segundos, 65 °C por 30 segundos, 72 °C por 1 minuto), 94 °C
por 30 segundos, 56 °C por 30 segundos, 72 °C por 1 minuto, 22 vezes (94 °C por 30
segundos, 56 °C por 30 segundos, 72 °C por 1 minuto) e 72 °C por 2 minutos. Os
produtos da amplificacdo foram armazenados a - 20 °C.

Preparo do gel de poliacrilamida: na placa de base, apés limpa 2 vezes com

alcool 95%, foi espalhado 1,5 mL de Repel-silane para o gel ndo grudar. Na placa de
coloragao, na qual o gel deve ficar afixado, foi aplicado uma solug¢do contendo 1,0 mL
de alcool 95%, 5,0 uL de acido acético glacial e 5,0 uL de Bind-silane. O gel foi
preparado com 120 mL de matriz de poliacrilamida (252 g de uréia, 36 g de acrilamida e
1,8 g de bisacrilamida), 120 uL de TEMED e 800 puL de APS (95 mg/mL). Apds a
secagem do gel de poliacrilamida, foi realizada uma pré-corrida de 1 hora, a 50 °C com
uma corrente de 80 W.

Eletroforese: Ap6s a amplificacdo seletiva, o resultante de cada reacao foi
misturado a 8 ul de “Loading fuffer” (10 mL formamida deionizada, 200 uL de EDTA (0,5
M) pH 8,0, 10 mg de bromofenol blue e 10 mg de xylene cyanol). A seguir, as amostras
foram desnaturadas a 95 °C por 5 minutos e imediatamente transferidas para gelo.
Como padrdao de peso molecular, foi utilizado o “ladder” de 50 bp, desnaturado
juntamente com as amostras.

Os produtos AFLP foram separados em gel desnaturante de poliacrilamida 6%
com tampdo TBE 1X. A eletroforese foi realizada em corrente constante de 80 W e
temperatura maxima de 50 °C por quatro horas.

Coloracao: O gel foi corado com solucdo de nitrato de prata e revelado em
carbonato de sédio seguindo protocolo descrito por CRESTE et al. (2001) (Tabela 4).



32

Tabela 4. Procedimento de colorometria por fotorevelacdo das placas de poliacrilamida.

Etapa Solucao Tempo
2670mL agua destilada

Fixacao 30 mL &cido acético glacial 10 minutos
300mL etanol absoluto

Lavagem agua destilada 1 minuto

3000 mL agua destilada
45 mL &cido nitrico

Lavagem agua destilada 1 minuto
3000 mL agua destilada

Pré-tratamento 2,40 minutos

Impregnagao 69 nitrato de prata 25 minutos

Lavagem agua destilada 30 segundos

Lavagem agua destilada 30 segundos
4000 mL agua destilada f

Revelacao 120g sédio carbonato anidro Atea V'g:igiigao das

2160uL formaldeido
. 2850 mL agua destilada ,
Bloqueio 150 mL acido acético glacial 5 minutos
Lavagem agua destilada 1 minuto

Visualizacdo dos resultados: a visualizagdo dos resultados das amostras, apés a

eletroforese, foi realizada com leitura visual, seguida de contagem das bandas, e
fotografadas para analise.
Andlise dos resultados: Analise do bandeamento produzido para cada “primer”

utilizado nas analises de AFLP, foi conferido o parametro “1” para a presenca de banda

e “0” para a auséncia de banda, obtendo-se assim, uma matriz binaria.
3.8. Divergéncia Genética Entre as Matrizes

Para o estudo da divergéncia genética das arvores matrizes por caracteres
biométricos de frutos e sementes e parametros da qualidade fisiolégica das sementes
foi usada a distancia generalizada de Mahalanobis (D7), obtida pela seguinte expressao

(CRUZ & CARNEIRO, 2003):

(DPp)=8"y'8,
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em que:
D?; : distancia de Mahalanobis entre os genétipos i e i
vy : matriz de variancias e covariancias residuais;
d' = vetor de distancias entre dois acessos [d7 d2 ... dv], sendo dj = Yij —Yi};

Yij: média do i-ésimo gendtipo em relacao a j-ésima variavel.

De posse das distancias entre os genoétipos, procedeu-se a andlise de
agrupamento, usando-se dois métodos: o método da média ndo ponderada das
dissimilaridades - UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Averages)
e 0 método de otimizacdo de Tocher. Nesse Ultimo, realiza-se a particao do conjunto de
individuos (gendtipos) em subgrupos néo vazios e mutuamente exclusivos, por meio da
maximizagdo ou minimizacao de alguma medida pré-estabelecida. Adotou-se o critério
de que a média das medidas de dissimilaridade, dentro de cada grupo, fosse menor que
as distancias médias entre quaisquer grupos (CRUZ, 2001b).

Adicionalmente foi realizado o estudo da importancia relativa dos caracteres
biométricos de frutos e sementes e parametros da qualidade fisioldégica das sementes
para a divergéncia pelo método de SINGH (1981).

Para o estudo da divergéncia genética das arvores matrizes através dos
marcadores moleculares AFLP foi usado o coeficiente de Nei e Li obtido pela seguinte
expressao (CRUZ & CARNEIRO, 2003):

sgj = 2a
2a+b+c

em que:
sgj: coeficiente de Nei e Li para os gendtipos i e
a: presenca de bandas 11 no par de gendtipos i e j;
b: discordancia do tipo 10 no par de gendtipos, com presenca de banda no F-

€simo gendtipo e auséncia no j-ésimo gendtipo;
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c: discordancia do tipo 01 no par de gendtipos, com auséncia de banda no i-

€simo gendtipo e presenca no j-ésimo genotipo.

Na analise de agrupamento dos 41 gendtipos, foi utilizada a matriz constituida
pelas estimativas de dissimilaridades, obtidas a partir do complemento aritmético do
coeficiente de similaridade, sendo elaborada pelo método da média nao ponderada das
dissimilaridades - UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Averages).
Os dendrogramas foram gerados com base nesta matriz genética, através do aplicativo
computacional GENES (CRUZ, 2001b).

Acessos geneticamente diferentes foram identificados nos dendrogramas a partir
da estimativa do complemento aritmético médio (dgn ), obtida pela expressao (SOKAL
& ROHLF, 1962):

> dg;
N

dgm =

em que:
dg; : complemento aritmético entre cada par;
N : nimero de pares obtidos.
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4. RESULTADOS E DISCUSAO

4.1. Biometria de Frutos e Sementes

Para a andlise biométrica de frutos e sementes, houve diferencas significativas
(P < 0,01) entre as 41 arvores matrizes para todos os caracteres avaliados. As
estimativas de coeficientes de variacdo foram baixas (< 10%) segundo a classificagao
de GOMES (2000), evidenciando uma boa homogeneidade do material estudado
quanto as caracteristicas avaliadas (Tabela 5).

Houve a formacgao de elevado niumero de grupos de médias, principalmente para
a massa fresca de frutos e de sementes, sugerindo a existéncia de alta variabilidade no
material avaliado, podendo assim ser feita uma separacao e selegcdo de matrizes onde
os frutos e, ou sementes possuam as caracteristicas desejadas em relacdo aos
caracteres estudados.

Em relacdo a massa fresca de sementes (MFS) e de frutos (MFF) houve a
formacao de 13 grupos de médias, variando de 0,558 g (matriz 22) a 0,904 g (matriz 30)
para MFS e de 11,013 g (matriz 13) a 19,489 g (matriz 30) para MFF. Para o
comprimento de frutos houve a formacédo de nove grupos que variaram entre 19,88 mm
(matriz 1) e 27,00 mm (matriz 37) e para o diametro dos frutos, formaram-se seis
grupos com médias variando de 21,75 mm (matriz 1) a 26,67 mm (matriz 30). A
variacdo observada entre as caracteristicas pode ser creditada, em grande parte, a
causas genéticas, ja que a localizacao das matrizes estudadas é relativamente préxima,
onde as condicbes ambientais, principalmente de temperatura e precipitacdo sao
basicamente as mesmas. Resultados semelhantes foram obtidos em estudos com
matrizes de Piterogyne nitens (PAULA, 2007) e Tabebuia chrysotricha (SANTOS et al.,
2009). Nas espécies arboreas tropicais existe grande variabilidade com relagdo aos
caracteres biométricos de frutos e sementes (CRUZ & CARVALHO, 2003). A distincéo e
classificacdo das sementes e frutos por massa e tamanho pode ser uma maneira
eficiente de melhorar a qualidade de lotes de sementes em relagédo a uniformidade de

emergéncia e vigor das plantulas (PEDRON et al., 2004).
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Tabela 5. Valores de F, coeficientes de variacdo experimental (CV, %), média geral (Média) e
comparacdo de médias para massa fresca de frutos (MFF, g), comprimento de frutos
(COMPF, mm), diametro de frutos (DIAMF, mm) e massa fresca de sementes (MFS, Q)
avaliados em 41 arvores matrizes de Guazuma ulmifolia Lam.

MFF COMPF DIAMF MFS

Valor de F 14.3661** 11.4702** 6.1344** 0.0208**

CV (%) 2,57 1,85 1,95 1,22

Média 14,190 23,42 24,18 0,725

Matriz Médias

1 12,806 i 19,88 i 21,75 f 0,700 i
2 15,233 e 23,69 e 25,32 ¢ 0,818 ¢
3 14,553 ¢ 21,26 h 22,36 f 0,727 h
4 13,793 h 23,44 e 24,01 d 0,741 ¢
5 13,811 h 22,39 ¢ 22,88 e 0,695 i
6 13,512 h 23,11 f 23,46 d 0,688 i
7 13,743 h 23,89 d 24,94 ¢ 0,694 i
8 15,020 f 22,39 ¢ 24,86 c 0,807 d
9 11,614 | 22,77 ¢ 24,63 c 0,689 i
10 13,474 h 22,60 g 2428 c 0,716 h
11 12,849 i 21,30 h 23,65 d 0,693 i
12 14,520 ¢ 24,32 d 25,59 b 0,635 |
13 11,013 m 22,14 ¢ 24,36 c 0,672 j
14 12,289 j 22,14 ¢ 23,34 d 0,681 j
15 16,818 ¢ 22,86 f 25,04 ¢ 0,869 b
16 13,667 h 21,81 h 23,40 d 0,715 h
17 15,334 e 25,24 ¢ 24,86 c 0,788 e
18 11,913 k 21,55 h 2222 f 0,657 k
19 16,075 d 25,04 ¢ 25,67 b 0,808 d
20 11,839 k 22,38 ¢ 22,77 e 0,629 |
21 12,437 j 23,20 f 23,47 d 0,651 k
22 11,546 | 22,99 f 23,12 d 0,558 m
23 13,419 h 22,09 g 22,87 e 0,686 |
24 12,341 | 26,39 a 25,00 ¢ 0,625 |
25 14,461 ¢ 20,38 i 2217 f 0,815 d
26 14,794 f 25,15 ¢ 2481 c 0,719 h
27 16,554 ¢ 25,68 b 25,95 b 0,819 ¢
28 15,939 d 25,72 b 26,30 a 0,764 f
29 17,580 b 25,22 ¢ 24,72 ¢ 0,765 f
30 19,489 a 26,09 b 26,67 a 0,904 a
31 15,390 e 23,25 f 24,75 ¢ 0,749 ¢
32 13,308 h 2521 ¢ 25,68 b 0,683 |
33 12,713 i 22,51 g 23,89 d 0,691 i
34 14,847 f 24,32 d 23,67 d 0,727 h
35 16,927 ¢ 23,77 e 2495 ¢ 0,822 ¢
36 14,299 ¢ 24,29 d 22,93 e 0,741 ¢
37 16,918 ¢ 27,00 a 24,35 ¢ 0,831 ¢
38 11,940 k 22,29 ¢ 22,28 f 0,692 i
39 16,031 d 25,71 b 25,81 b 0,713 h
40 12,650 i 21,71 h 23,80 d 0,648 k
41 14,328 ¢ 23,14 f 2477 ¢ 0,718 h

** - valor significativo pelo teste F (P < 0,01).
Médias seguidas por uma mesma letra nao diferem entre si (P > 0,05) pelo teste de Scott-Knott.
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4.2. Teste de Germinacao

No teste de germinagdo, assim como para as analises biométricas, houve
diferencas significativas (P < 0,01) para todas as caracteristicas avaliadas confirmando
a variabilidade do material estudado (Tabela 6). De acordo com a classificagdo de
GOMES (2000), os coeficientes de variagdo experimental foram médios (10 a 20%)
para porcentagem de sementes com protrusao radicular, porcentagem de plantulas
normais e comprimento de plantulas; altos (20 a 30%) para indice de velocidade de
germinacao e massa de matéria fresca de plantulas e muito alto (> 30%) para massa de
matéria seca de plantulas e porcentagem de plantulas albinas. O alto coeficiente de
variacao observado para porcentagem de plantulas albinas (78,23%) deve-se ao fato de
muitas matrizes ndo produzirem plantulas albinas, e nas matrizes que as produziram, a
irregularidade entre as repeticbes era grande, elevando muito a estimativa desse
coeficiente.

Para sementes de espécies florestais nativas, mesmo em experimentos de
laboratério, com condicées relativamente uniformes e controladas, tem sido comum a
constatacdo de estimativas altas de coeficiente de variacdo. Isso demonstra a
heterogeneidade das sementes constituintes dos lotes usados em pesquisa e
comercializacdo. Maiores coeficientes de variagcdo, geralmente, estdo associados a
grande variabilidade de respostas entre as repeticdes de um mesmo tratamento, fato
que pode dificultar a constatacao de diferencas estatisticas entre tratamentos, mesmo
naqueles com médias relativamente discrepantes (PAULA, 2007).

Para o indice de velocidade de germinacao (IVG) e massa de matéria fresca de
plantulas (MFP), houve a formacao de cinco grupos de médias, que variaram de 0,35
(matriz 22) a 4,91 (matriz 21) para o IVG e de 0,043 g (matriz 7) a 0,458 g (matriz 2)
para MFP. Em relacao a porcentagem de sementes com protrusao radicular (GER), de
plantulas normais (PN) e de plantulas albinas (PA) e a massa de matéria seca de
plantulas (MSP), formaram-se quatro grupos de médias variando de 15% (matriz 7) a
65% (matriz 21) para GER, de 15% (matriz 7) a 57% (matriz 29) para PN, de 0% (num
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Tabela 6. Valores de F, coeficientes de variagdo experimental (CV, %), média geral (Média) e
comparacdo de médias obtida para sementes com protrusdo da radicula (GER,
arcsen(vG/100)), plantulas normais (PN, arcsen(~+G/100)) e albinas (PA,
arcsen(+/G/100) ), indice de velocidade de germinacéo (IVG), massa de matéria fresca (MFP,
g) e seca de plantulas (MSP, g) e comprimento de plantulas (CP, cm) ap6s o teste de
germinagao provenientes de sementes de 41 arvores matrizes de Guazuma ulmifolia Lam.

GER PN PA IVG MFP MSP CP
Valorde F  763.0445** 566.7329**  179.9162** 6.5013** 0.0568** 0.0007** 1.8230**

CV (%) 12,84 14,62 78,23 20,13 25,1 34,32 14,28

Média 44 40 5 2,60 0,259 0,029 6,04

Matriz Médias

1 49 b 45 b 0 a 291 ¢ 0,286 ¢ 0,032 b 572 b
2 62 a 56 a 0 a 440 a 0,458 a 0,048 a 6,73 a
3 53 b 49 b 0 a 3,26 ¢ 0,338 b 0,038 b 6,70 a
4 50 b 47 b 0 a 3,02 ¢ 0,312 b 0,034 b 6,55 a
5 52 b 51 a 0 a 3,53 ¢ 0,343 b 0,035 b 5,96 a
6 46 b 41 b 15 d 296 ¢ 0,281 ¢ 0,034 b 6,04 a
7 15 d 15 d 0 a 0,36 e 0,043 e 0,004 d 584 b
8 23 d 23 d 0 a 0,64 e 0,098 e 0,011 d 519 b
9 22 d 21 d 0 a 0,69 e 0,089 e 0,009 d 6,52 a
10 35 ¢ 32 ¢ 10 ¢ 1,48 d 0,115 e 0,018 ¢ 434 b
11 22 d 18 d 6 b 0,74 e 0,074 e 0,008 d 520 b
12 20 d 18 d 0 a 0,56 e 0,066 e 0,007 d 6,72 a
13 37 ¢ 35 ¢ 0 a 191 d 0,211 d 0,025 ¢ 476 b
14 49 b 43 b 17 d 3,31 ¢ 0,265 ¢ 0,031 b 519 b
15 39 ¢ 34 ¢ 6 b 223 d 0,222 d 0,027 ¢ 5,45 b
16 57 a 47 b 17 d 3,66 b 0,337 b 0,037 b 6,17 a
17 53 b 48 b 14 d 3,21 ¢ 0,365 b 0,040 b 6,71 a
18 53 b 44 b 20 d 3,29 ¢ 0,259 ¢ 0,027 ¢ 5,99 a
19 38 ¢ 34 ¢ 9 ¢ 1,82 d 0,208 d 0,020 ¢ 6,00 a
20 35 ¢ 32 ¢ 0 a 1,73 d 0,150 d 0,015 d 576 b
21 65 a 54 a 16 d 491 a 0,375 a 0,037 b 6,59 a
22 20 d 18 d 0 a 0,35 e 0,048 e 0,005 d 564 b
23 37 ¢ 35 ¢ 7 b 1,96 d 0,206 d 0,023 ¢ 6,43 a
24 53 b 48 b 6 b 3,80 b 0,276 ¢ 0,027 ¢ 559 b
25 48 b 46 b 0 a 2,73 ¢ 0,354 b 0,040 b 6,70 a
26 38 ¢ 35 ¢ 7 b 2,00 d 0,209 d 0,024 ¢ 6,56 a
27 62 a 54 a 0 a 457 a 0,420 a 0,050 a 6,96 a
28 36 ¢ 36 ¢ 0 a 1,87 d 0,192 d 0,024 ¢ 6,05 a
29 61 a 57 a 0 a 3,98 b 0,445 a 0,048 a 7,22 a
30 62 a 55 a 14 d 434 a 0,448 a 0,054 a 7,35 a
31 32 ¢ 31 ¢ 0 a 1,63 d 0,174 d 0,017 ¢ 6,86 a
32 37 ¢ 34 ¢ 0 a 1,85 d 0,231 d 0,025 ¢ 6,15 a
33 54 b 53 a 0 a 3,69 b 0,359 b 0,041 b 6,28 a
34 39 ¢ 35 ¢ 10 ¢ 1,84 d 0,234 d 0,034 b 555 b
35 60 a 53 a 12 ¢ 405 b 0,411 a 0,046 a 6,06 a
36 62 a 56 a 15 d 423 a 0,435 a 0,056 a 6,50 a
37 47 b 44 b 0 a 287 ¢ 0,337 b 0,037 b 550 b
38 61 a 50 a 16 d 3,94 b 0,339 b 0,035 b 543 b
39 44 b 37 ¢ 0 a 2,63 c 0,225 d 0,022 ¢ 533 b
40 28 d 26 d 0 a 1,10 e 0,114 e 0,013 d 514 b
41 46 b 40 b 0 a 250 ¢ 0,258 ¢ 0,027 ¢ 6,09 a

** - valor significativo pelo teste F (P < 0,01).
Médias seguidas por uma mesma letra nao diferem entre si (P > 0,05) pelo teste de Scott-Knott.
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total de 23 matrizes) a 20% (matriz 18) para PA e de 0,004 g (matriz 7) a 0,056 g
(matriz 36) para MSP. Para o comprimento de plantulas apenas dois grupos foram
formados, variando de 4,34 cm (matriz 10) a 7,35 cm (matriz 30).

Para GER e PN, houve a formagdo do mesmo numero de grupos, € com
pequenas alteragdes na constituicao desses grupos. H4 uma pequena defasagem da
porcentagem de plantulas normais em relacdo a porcentagem de sementes com
protrusdo radicular, posto que nem toda semente que apresenta protrusao de radicula
origina plantula normal. Também, se for considerado que o teste foi encerrado com 22
dias, as sementes que germinaram mais ao final do teste ndo tiveram tempo suficiente
para a producao de plantulas normais, o que nao implica que estas nao o fariam caso o
encerramento do teste fosse prolongado. A opcdo por ndo se prolongar
demasiadamente o teste de germinacao apdia-se, por exemplo, no fato de nao expor as
sementes e ou plantulas a contaminacao por fungos, a necessidade de maior uso de
mao-de-obra e de espaco no laboratério, dentre outras. Assim, o periodo de
encerramento do teste de germinacdo deve ser cuidadosamente estabelecido para
cada espécie, de forma a contornar estes problemas sem comprometer os resultados
(PAULA, 2007).

A composicdo dos grupos observados para o indice de velocidade de
germinacgdo se aproximou bastante do observado para porcentagem de sementes com
protrusdo da radicula e de plantulas normais, demonstrando a eficiéncia do mesmo na
caracterizagao da qualidade fisiolégica das sementes e na discriminacdo das matrizes,
assim como observado por PAULA (2007) estudando o comportamento das sementes
de 45 arvores matrizes de Piterogyne nitens e por GONCALVES et al. (2009) em estudo
com sementes de Guazuma ulmifolia de diferentes procedéncias. A massa de matéria
fresca e seca de plantulas também seguiram o mesmo padrdo de discriminacdo das
matrizes obtidas nas caracteristicas anteriores.

Nao houve uma linha bem definida de separacédo de grupos para a porcentagem
de plantulas albinas e comprimento de plantulas, sendo que essas caracteristicas nao
discriminaram de forma adequada as matrizes estudadas, quando comparadas com as

demais caracteristicas avaliadas. Esse fato também foi observado por SANTOS et al.
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(2009) para o comprimento de plantulas em estudo com sementes de diferentes arvores

matrizes de Tabebuia chrysotricha.

4.3. Testes de Envelhecimento Acelerado e Condutividade Elétrica

Apbs as sementes serem submetidas ao tratamento pré-germinativo e ficarem
em repouso sobre bancada de laboratério para secagem, foi determinado o teor de
agua das mesmas (Tabela 7) anteriormente a instalacdo do teste de condutividade
elétrica. Nao houve grande variacdo no teor de 4gua das sementes, sendo a média das

matrizes igual a 10%, com variacao de 8,1% (matriz 11) até 11,8% (matriz 5).

Tabela 7. Teor de agua (%) das sementes de 41 arvores matrizes de Guazuma ulmifolia
Lam. antes da realizacao do teste de condutividade elétrica.

Matriz TA (%) Matriz TA (%) Matriz TA (%)
1 11,6 15 10,2 29 10,5
2 11,1 16 8,6 30 8,6
3 10,6 17 11,2 31 11,2
4 10,1 18 8,8 32 10,2
5 11,8 19 10,2 33 11,4
6 9,2 20 9,2 34 9,4
7 10,1 21 9,4 35 8,7
8 9,1 22 10,6 36 9,9
9 10,8 23 10,5 37 9,6
10 10,2 24 8,9 38 11,3
11 8,1 25 10,4 39 10,2
12 9,0 26 9,1 40 10,5
13 9,5 27 9,1 41 9,4
14 9,4 28 10,7 - -

Para os testes de envelhecimento acelerado e de condutividade elétrica houve
diferengas significativas (P < 0,01) entre as matrizes para todas as caracteristicas
avaliadas (Tabela 8). Os coeficientes de variacdo foram médios para a porcentagem de
sementes com protrusdo da radicula e de plantulas normais, indice de velocidade de
germinagcao, comprimento de plantulas e para a condutividade elétrica, altos para

massa de matéria fresca e seca de plantulas e muito alto para porcentagem de
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Tabela 8. Valores de F, coeficientes de variagdo experimental (CV, %), média geral (Média) e

comparacdo de médias obtida para sementes com protrusdo da radicula (GER-EA,
arcsen(vG/100)), plantulas normais (PN-EA, arcsen(+G/100)) e albinas (PA-EA,
arcsen(+/G/100) ), indice de velocidade de germinagcdo (IVG-EA), massa de matéria fresca
(MFP-EA, g) e seca de plantulas (MSP-EA, g) e comprimento de plantulas (CP-EA, cm)
obtidos no teste de envelhecimento acelerado a 45 °C por 96 h e condutividade elétrica de
massa (CE-24h, em pS.cm™.g") obtida em amostras com 40 sementes embebidas em 75 mL
de agua por 24 h e avaliados em 41 arvores matrizes de Guazuma ulmifolia Lam.

GER-EA PN-EA PA-EA IVG-EA MFP-EA MSP-EA CP-EA CE-24H

Valor de F 536.6532** 383.6705** 186.8929** 3.7152** 0.0278** 0.0003** 0.6744**  910.5358™*

CV (%) 11 17,65 81,1 19,93 25,19 27,82 10,07 11,13

Média 43 35 6 2,18 0,194 0,021 5,83 146,1

Matriz Médias
1 47 ¢ 40 a 0 a 2,46 ¢ 0,219 b 0,022 ¢ 5,87 a 136,3 a
2 53 b 45 a 0 a 3,02 ¢ 0,330 a 0,033 b 6,23 a 165,0 b
3 60 a 48 a 0 a 3,49 b 0,226 b 0,029 b 591 a 138,3 a
4 59 a 47 a 0 a 2,66 c 0,283 a 0,029 b 6,29 a 1579 b
5 50 ¢ 42 a 0 a 2,88 ¢ 0,293 a 0,027 ¢ 6,07 a 162,1 b
6 46 ¢ 41 a 10 b 2,75 ¢ 0,253 a 0,027 ¢ 5,95 a 161,0 b
7 18 ¢ 15 ¢ 11 b 0,39 f 0,048 d 0,005 e 5,48 b 1447 a
8 24 ¢ 18 ¢ 0 a 0,71 f 0,094 d 0,010 e 5,76 a 131,9 a
9 21 g 18 ¢ 0 a 0,54 f 0,070 d 0,007 e 5,76 a 146,3 a
10 43 d 32 b 16 ¢ 2,26 ¢ 0,192 b 0,024 ¢ 6,31 a 171,7 b
11 29 f 23 ¢ 11 b 1,02 e 0,088 d 0,009 e 524 b 148,6 a
12 26 ¢ 16 ¢ 11 b 0,87 e 0,052 d 0,005 e 525 b 159,1 b
13 29 f 23 ¢ 0 a 1,17 e 0,080 d 0,009 e 517 b 170,5 b
14 50 ¢ 40 a 14 ¢ 2,95 ¢ 0,215 b 0,022 ¢ 528 b 142,3 a
15 39 e 33 b 7 b 1,92 d 0,181 b 0,019 d 560 b 129,1 a
16 52 b 43 a 10 b 2,63 ¢ 0,266 a 0,029 b 5,66 b 155,0 b
17 51 b 43 a 16 ¢ 3,23 b 0,283 a 0,023 ¢ 6,39 a 130,2 a
18 53 b 40 a 20 ¢ 3,33 b 0,205 b 0,029 b 590 a 138,5 a
19 31 f 26 b 10 b 1,10 e 0,127 ¢ 0,015 d 6,66 a 136,8 a
20 35 e 32 b 0 a 1,81 d 0,151 ¢ 0,019 d 5,95 a 138,6 a
21 58 a 44 a 11 b 3,88 a 0,245 b 0,024 ¢ 591 a 181,5 b
22 24 ¢ 19 ¢ 0 a 0,68 f 0,054 d 0,005 e 527 b 173,1 b
23 47 ¢ 38 a 13 ¢ 2,44 ¢ 0,213 b 0,019 d 5,92 a 165,9 b
24 52 b 44 a 0 a 2,70 ¢ 0,240 b 0,026 ¢ 6,05 a 155,7 b
25 45 d 31 b 0 a 247 ¢ 0,263 a 0,026 ¢ 6,18 a 137,0 a
26 41 d 33 b 19 ¢ 2,06 d 0,161 ¢ 0,016 d 557 b 155,1 b
27 54 b 44 a 0 a 292 ¢ 0,267 a 0,030 b 6,14 a 134,0 a
28 41 d 34 b 0 a 1,92 d 0,175 ¢ 0,021 ¢ 6,01 a 148,6 a
29 50 ¢ 41 a 0 a 2,68 ¢ 0,225 b 0,031 b 5,93 a 132,0 a
30 50 ¢ 42 a 17 ¢ 2,94 ¢ 0,325 a 0,042 a 6,41 a 128,8 a
31 35 e 32 b 3 a 1,56 d 0,168 ¢ 0,019 d 6,04 a 135,3 a
32 31 f 25 b 0 a 1,24 e 0,112 ¢ 0,012 e 514 Db 146,0 a
33 58 a 51 a 0 a 3,95 a 0,321 a 0,033 b 6,12 a 130,0 a
34 33 f 27 b 15 ¢ 1,50 d 0,124 ¢ 0,013 e 571 b 154,8 b
35 60 a 48 a 14 ¢ 4,02 a 0,328 a 0,038 a 6,17 a 1225 a
36 48 ¢ 35 a 6 a 2,48 ¢ 0,186 b 0,022 ¢ 6,01 a 1416 a
37 50 ¢ 39 a 0 a 1,80 d 0,281 a 0,030 b 6,38 a 120,7 a
38 46 d 36 a 9 b 2,05 d 0,208 b 0,026 ¢ 5,44 b 123,6 a
39 39 e 33 b 0 a 1,86 d 0,187 b 0,024 ¢ 567 b 1451 a
40 31 f 22 ¢ 0 a 1,17 e 0,081 d 0,010 e 480 b 151,0 b
41 36 e 30 b 0 a 1,74 d 0,133 ¢ 0,018 d 561 b 1425 a

** - valor significativo pelo teste F (P < 0,01).
Médias seguidas por uma mesma letra nao diferem entre si (P > 0,05) pelo teste de Scott-Knott.
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plantulas albinas, a semelhanca do observado para o teste de germinacdo de sementes
nao envelhecidas.

Para a porcentagem de sementes com protrusdo radicular houve a formagao de
sete grupos com médias variando de 18% (matriz 7) a 60% (matriz 3 e 35); para o
indice de velocidade de germinacédo formaram-se seis grupos com variagao entre 0,39
(matriz 7) e 4,02 (matriz 35); para massa de matéria seca de plantulas houve a
formacao de cinco grupos com variacao de 0,005 g (matriz 7 e 12) até 0,042 g (matriz
30); para massa de matéria fresca de plantulas houve a formacao de quatro grupos de
médias com variacao entre 0,048 g (matriz 7) e 0,330 (matriz 2); para a porcentagem de
plantulas normais (PN-EA) e de plantulas albinas (PA-EA) formaram-se trés grupos,
onde a variagao para PN-EA foi de 15% (matriz 7) a 51% (matriz 33) e para PA-EA foi
de 0% (matrizes 1, 2, 3, 4, 5, 8, 9, 13, 20, 22, 24, 25, 27, 28, 29, 32, 33, 37, 39, 40 e 41)
a 20% (matriz 18); para o comprimento de plantulas e para a condutividade elétrica
formaram-se dois grupos variando de 4,80 cm (matriz 40) a 6,66 cm (matriz 19) para
comprimento de plantulas e de 120,7 uS.cm™.g™' (matriz 37) a 181,5 uS.cm™.g”" (matriz
21).

O teste de envelhecimento acelerado mostrou-se pouco danoso para a
germinagédo das sementes (GER-EA) de Guazuma ulmifolia em relagdo ao teste de
germinacao, mas por outro lado, conseguiu separar as matrizes em um maior nimero
de grupos, comparativamente ao teste de germinacao de sementes ndo-envelhecidas, o
que pode facilitar a selegcdo das mesmas. O padrao de separacado das matrizes para o
indice de velocidade de germinacao, porcentagem de plantulas normais e para massa
de matéria fresca e seca de plantulas foi semelhante ao observado no teste de
germinagédo. A porcentagem de plantulas albinas e o comprimento de plantulas, de
forma semelhante ao observado para sementes ndo envelhecidas (Tabela 6), néo
apresentaram um padrao definido de discriminacdo das matrizes.

Nao foi constatado um padrdao de separacdo das matrizes de acordo com a
qualidade fisiologica das sementes para a condutividade elétrica. Em estudo com a
mesma espécie, onde foram analisadas diferentes combinagdes de numero de

sementes, volume de agua e periodos de embebicdo, GONCALVES et al. (2008)
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constataram que o teste de condutividade elétrica ndo foi adequado para avaliacdo da
qualidade fisiolégica de lotes de sementes de diferentes procedéncias. SOTO
GONZALES et al. (2009), estudando diferentes arvores matrizes de Albizia hassleri,
também nao conseguiram discrimina-las quanto a qualidade fisiol6gica das sementes

pelo teste de condutividade elétrica.

4.4. Correlacao Entre Caracteres

As estimativas de correlacdes entre os caracteres avaliados sdo apresentados na
Tabela 9. Para as discussdes acerca dos coeficientes de correlagao foi admitido como
0,7 o valor minimo aceitavel de uma boa correlacdo entre quaisquer duas
caracteristicas.

Entre os caracteres biométricos de sementes e frutos houve uma boa correlacao
entre a massa fresca de sementes e de frutos e entre comprimento e diametro de
frutos. FARIAS NETO & OLIVEIRA (2002) encontraram correlacao positiva entre o peso
dos frutos e o peso das sementes de Astrocarym vulgare, e GUSMAO et al. (2006)
verificaram correlagao positiva entre comprimento e didmetro dos frutos de Byrsonima
verbascifolia, assim como ARRIEL et al. (2004) para o comprimento e o didmetro de
frutos de Cnidoscolus phyllacanthus. As correlacdes entre as caracteristicas biométricas
de sementes e frutos com as demais caracteristicas estudadas nos demais testes foram
baixas.

Em relacdo ao teste de germinacédo, a excecado da porcentagem de plantulas
albinas e do comprimento de plantulas, todos os caracteres estdo altamente
correlacionados. Excluindo as mesmas caracteristicas ndao correlacionadas no teste de
germinagdo, ha também uma grande correlagdo dos caracteres analisados no
envelhecimento acelerado tanto entre si como entre os mesmos caracteres avaliados
no teste de germinacgao. Estes resultados ja eram esperados, posto que matrizes com
bom desempenho germinativo no teste de germinacdo tendem a manter, em grande

parte, este desempenho no teste de envelhecimento acelerado (PAULA, 2007). Grande
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Tabela 9. Estimativas de correlagcdes entre as caracteristicas biométricas de frutos e de
sementes e de qualidade fisiol6gica avaliadas nos testes de germinacéo,
envelhecimento acelerado e condutividade elétrica, em 41 arvores matrizes de
Guazuma ulmifolia Lam.

MFF COMPF  DIAMF GER IVG PN PA MFP MSP
MFS 0,845 0,315 0,435 0,352 0,325 0,374 0,026 0,491 0,529
MFF 0,578 0,600 0,279 0,265 0,300 -0,053 0,415 0,447
COMPF 0,757 0,142 0,170 0,149 -0,032 0,206 0,211
DIAMF -0,127 -0,089 -0,123 -0,224 -0,042 -0,032
GER 0,988 0,985 0,422 0,962 0,929
IVG 0,973 0,415 0,950 0,910
PN 0,326 0,973 0,943
PA 0,295 0,319
MFP 0,978
MSP
CP
GER-EA
IVG-EA
PN-EA
PA-EA
MFP-EA
MSP-EA
CP-EA

CP GER-EA IVG-EA PN-EA PA-EA MFP-EA MSP-EA CP-EA CE-24h
MFS 0,314 0,265 0,216 0,273 0,065 0,464 0,480 0,568 -0,560
MFF 0,432 0,215 0,169 0,233 0,090 0,373 0,446 0,487 -0,476

COMPF 0,261 0,042 -0,031 0,076 0,033 0,123 0,161 0,303 -0,145
DIAMF 0,183 -0,218 -0,215 -0,160 -0,017 -0,068 -0,020 0,128 -0,104

GER 0,395 0,885 0,854 0,866 0,048 0,847 0,867 0,491 -0,220
IVG 0,408 0,884 0,864 0,873 0,043 0,850 0,860 0,471 -0,188
PN 0,421 0,897 0,865 0,884 -0,028 0,875 0,880 0,544 -0,227
PA -0,033 0,363 0,426 0,322 0,784 0,287 0,307 0,125 -0,006
MFP 0,511 0,836 0,801 0,823 -0,021 0,855 0,853 0,531 -0,289
MSP 0,478 0,806 0,773 0,785 0,029 0,821 0,825 0,513 -0,292
CP 0,348 0,364 0,361 -0,002 0,386 0,384 0,399 -0,169
GER-EA 0,953 0,974 0,093 0,916 0,895 0,539 -0,136
IVG-EA 0,941 0,192 0,882 0,860 0,504 -0,112
PN-EA 0,052 0,931 0,907 0,573 -0,175
PA-EA 0,059 0,067 0,058 0,050
MFP-EA 0,944 0,675 -0,231
MSP-EA 0,649 -0,323
CP-EA -0,250

MFS — massa fresca de sementes; MFF, COMPF, DIAMF — massa fresca, comprimento e didmetro de
frutos; GER — germinacéo; IVG — indice de velocidade de germinacédo; PN — plantulas normais; PA —
plantulas albinas; MFP, MSP — massa de matéria fresca e seca de plantulas; CP — comprimento de
plantulas; CE-24h — condutividade elétrica com 24 horas de embebigéo; EA — envelhecimento acelerado.
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parte dos resultados obtidos por este autor com sementes de Piterogyne nitens, estao
em concordancia com dados aqui apresentados. H4 também uma boa concordancia
destes resultados com aqueles obtidos por SANTOS et al. (2009) com sementes de

Tabebuia chrysotricha.

4.5. Marcadores Moleculares AFLP

A utilizacdo das 3 combinagdes de “primers” na avaliagdo da caracterizacéo
genética das 41 arvores matrizes de Guazuma ulmifolia, permitiu a obtencdo de 213
marcas, obtendo uma média de 71 bandas por combinacao de “primers” avaliados. Na
Tabela 10 encontram-se as quantidades de bandas produzidas para cada combinagao

de “primers”.

Tabela 10. Numero de bandas por combinagdes de “primer” testado discriminando o
total de bandas monombérficas e polimérficas obtidas de 41 arvores matrizes
de Guazuma ulmifolia Lam. com marcadores AFLP.

Combinacao Bandas Polimérficas Bandas Monomorficas Total de bandas
1 47 8 55
2 69 4 73
3 83 2 85
TOTAL 199 14 213

Dos 213 fragmentos produzidos neste trabalho, observou-se apenas 14 bandas
monomorficas, ou seja, apenas essas bandas ndo apresentaram variacdo quanto a
presenca ou auséncia de bandas de mesmo comprimento em pares de base entre os
individuos em estudo. Os géis de poliacrilamida com as combinacgdes realizadas podem
se visualizados nas Figuras 9, 10 e 11.

Para separacéao e identificagcdo dos produtos de amplificacdo por AFLP, um dos
métodos mais adequados é a eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante, o qual

proporciona um alto nivel de resolugdo. O numero de fragmentos visualizados em géis
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Figura 9. Produtos da amplificacdo da combinagdo 1 com marcadores do tipo AFLP de 41
arvores matrizes de Guazuma ulmifolia Lam., revelados em gel de poliacrilamida. As
numeracoes de 1 a 41 referem-se aos genétipos. A marcagao F indica falha no gel e
PM indica o peso molecular.

de poliacrilamida varia de algumas dezenas até mais de uma centena. Teoricamente,
qguanto maior o genoma, maior sera o numero de fragmentos. Esta técnica detecta um
maior numero de locos, comparativamente a algumas outras técnicas de marcadores
moleculares como o RAPD, e possibilita a ampla cobertura do genoma apresentando
um baixo custo pro informacao (loco) (LOPES et al., 2002).

SANTOS et al. (2008) obtiveram 157 bandas polimorficas e 54 bandas
monomoérficas de AFLP em 13 combinagdes de iniciadores EcoRI/Msel, analisando a
similaridade genética de acessos de mangueira de diferentes origens geograficas, com
uma media préxima a 16 bandas por combinagao de iniciadores.
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Figura 10. Produtos da amplificacdo da combinacdo 2 com marcadores do tipo AFLP de 41

arvores matrizes de Guazuma ulmifolia Lam., revelados em gel de poliacrilamida. As
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numeragoes
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de 1 a 41 referem-se aos genétipos. A marcag
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Figura 11. Produtos da amplificacdo da combinacdo 3 com marcadores do tipo AFLP de 41
arvores matrizes de Guazuma ulmifolia Lam., revelados em gel de poliacrilamida. As
numeracoes de 1 a 41 referem-se aos genétipos. A marcagéo F indica falha no gel e
PM indica o peso molecular.

SOUZA (2006) avaliando a diversidade genética de 243 individuos de 5
populacdes diferentes de Araucaria angustifolia através do uso de marcador molecular
AFLP, utilizando 6 combinacbes de iniciador/enzima, obteve um total de 683 bandas,
com uma média préxima a 114 bandas por combinacdo. Ja& SANTOS et al. (2001),
utilizando 3 combinagdes de “primers” AFLP, obtiveram 437 bandas, com uma média
proxima a 146 bandas por combinagao em estudo de variedades clonais de cacau.
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4.6. Divergéncia Genética Entre as Matrizes

4.6.1. Divergéncia genética através de caracteristicas de frutos e sementes

Para a andlise de agrupamento dos materiais por caracteres biométricos de
frutos e sementes e parametros da qualidade fisiol6gica das sementes, a estimativa de
medidas da distancia entre pares de gendtipos para o conjunto de caracteristicas
avaliadas foi obtida pela distancia generalizada de Mahalanobis (Tabela 11). Percebe-
se que as matrizes mais similares (menor distancia) sdo a 26 e a 34 (26,1) e as mais
divergentes (maior distancia) sdo a 22 e a 30 (2832,9). A média das distancias entre as
arvores matrizes foi 352,7.

Contudo, torna-se extremamente complexo determinar quais as matrizes séo
mais ou menos similares, apenas com a andlise das distancias entre os pares de
matrizes avaliadas, fazendo-se necessario adotar a analise de agrupamento (PAULA,
2007).

Os agrupamentos por caracteres biométricos de frutos e sementes e parametros
da qualidade fisioldégica das sementes, foram realizados pelos métodos de Tocher e
UPGMA.

O numero de grupos e a composicao de cada um pelo método de Tocher em
relacdo as 41 arvores matrizes, no conjunto das 19 caracteristicas estudadas, séo
apresentados na Tabela 12. Houve a formagédo de cinco grupos, 0 que evidencia a
divergéncia entre o material estudado. O grupo | conta com 27 matrizes, sendo o maior
deles, ou seja, com 65,85% das matrizes avaliadas. O grupo Il é formado por 10
matrizes (24,39%); o grupo lll é constituido por 2 matrizes (4,88%), e os grupos IV e V
formam grupos unitarios, ou seja, formados por apenas uma matriz (2,44%).

O agrupamento promovido pelo método UPGMA em relagdo as 41 arvores
matrizes estudadas, também no conjunto das 19 caracteristicas estudadas, pode ser
visualizado no dendrograma apresentado na Figura 12. Formaram-se 4 grupos a partir
da linha de corte tragada pela estimativa do complemento aritmético médio (352,70),
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Tabela 11. Distancia generalizada de Mahalanobis entre 41 &rvores matrizes de Guazuma ulmifolia Lam.
a partir de 19 caracteristicas de frutos e sementes e de testes de germinacao, envelhecimento
acelerado e condutividade elétrica.

Matrizes 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

394,7 59,2 120,7 58,1 121,1 2399 3259 160,0 126,41 93,9 301,7 137,3 103,6 719,11
217,4 171,3 2959 366,4 422,0 119,3 550,1 324,3 460,9 631,7 643,7 500,2 113,2
57,8 59,0 131,9 263,6 230,6 270,5 1359 173,1 333,56 2764 164,4 468,6

78,1 1419 2445 229,4 2544 140,4 203,7 320,2 2729 194,6 450,6

43,3 143,0 277,2 1434 750 101,0 187,0 146,3 79,3 6403

86,9 308,1 109,1 456 694 1326 1171 33,5 697,0

236,0 66,8 802 662 729 1444 1572 683,3

342,6 212,0 2759 466,5 4829 4249 1625

102,1 42,9 1334 379 116,3 9029

56,6 153,7 1232 77,3 5959

128,1 61,6 70,2 7487

163,5 184,8 982,8

83,0 1069,2

871,2

— b ot -k
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Continua...
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Tabela 11. Distancia generalizada de Mahalanobis entre 41 &rvores matrizes de Guazuma ulmifolia Lam.

a partir de 19 caracteristicas de frutos e sementes e de testes de germinacao, envelhecimento
acelerado e condutividade elétrica. (Continuagao)

Matrizes

16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

— b ot )
o TS0 NOGO RGN =

B W W WWWwWWWWWNDNDDNDNDDMNMDNDMDDNNDNDMNDDN = = = - -
O ©W OO NOOUBA,WN=00O0OO0LONOOOGRARWN=0OOOL~NOG B

69,4 4391 2150 521,2 1947 180,5 4824 550 3785 2514 256,1 6355 3781
261,5 853 766,8 1009 817,3 589,3 13606 368,55 7964 1187 2155 63,7 113,6
66,6 2446 3216 3353 3376 2215 701,8 78,7 427,7 1679 164,1 367,8 214,6
85,4 1821 4050 277,5 3741 2430 7084 904 3524 2165 113,3 2822 1464
43,0 302,6 194,0 370,2 168,2 108,9 4504 33,5 2239 2614 120,7 471,7 2192
37,7 3011 119,0 3605 1363 70,0 380,4 351 171,2 350,3 853 531,7 2325
151,4 379,8 2474 3069 1772 238,2 3929 121,4 2646 407,7 1028 5743 2056
2416 186,8 6283 84,3 630,6 5985 11154 3034 7839 919 2021 2472 1199
154,9 5454 176,7 508,7 858 201,4 271,7 110,5 2459 4480 226,1 7914 369,33
52,1 299,1 1655 296,0 184,6 1583 467,3 545 2765 2846 93,2 5106 1974
79,9 456,9 153,2 4456 123,1 1723 3350 53,1 302,8 3505 178,8 6942 324,9
220,0 552,1 271,0 530,4 158,99 1973 2386 147,3 1802 6659 1724 7635 317,8
153,9 6432 137,0 6651 61,8 137,41 201,0 1075 202,5 546,9 2879 910,6 4793
54,7 4349 650 533,1 1151 451 3349 48,9 181,99 4344 1813 7147 3805
556,9 179,7 1203,9 135,2 12953 1048,6 19456 686,1 1337,7 216,6 4379 123,8 252,1
256,8 1684 3226 2212 118,0 530,5 379 2896 2285 108,0 4419 2233

6979 820 776,0 5053 1255,7 3243 6704 2384 122,7 84,3 884

753,1 88,1 103,9 298,7 169,7 2285 611,3 346,7 10404 6134

7919 6526 12985 4076 7725 2208 153,7 1179 63,8

140,1 113,0 153,4 144,4 679,5 3492 10754 578,6

309,1 949 1129 599,2 220,1 7734 4448

378,0 220,3 1241,7 646,4 1624,1 967,9

229,5 3194 1106 5489 2551

886,5 2854 9194 5011

318,9 3029 2675

270,2 67,5

125,5

Continua...
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Tabela 11. Distancia generalizada de Mahalanobis entre 41 &rvores matrizes de Guazuma ulmifolia Lam.

a partir de 19 caracteristicas de frutos e sementes e de testes de germinacao, envelhecimento
acelerado e condutividade elétrica. (Continuagao)

Matrizes

29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41

— b ot -k
oS0 NOOGRON =

B W WWWWWWWWWDNDDNDNDNDNDNDMNMDDNDNDDMNDMDDMNDDNDNDNMNMDNDN = = = - - -
C WO NOOGO AWM= OOONOOODGRAEWN=00OO0O~NOOG B

484,9 14850 209,99 216,7 574 257,0 568,0 2359 7872 153,1 3474 133,7 1350
121,8 419,2 1342 4019 3524 2094 751 1855 183,8 536,6 243,8 6826 2253
259,5 10743 1221 2225 746 1702 321,4 1359 5132 230,7 232,3 254,1 1032
247,3 1023,1 1229 160,9 101,0 1249 3355 97,8 3782 2475 1904 2918 1144
2945 12245 1206 108,99 27,7 1505 430,9 130,1 579,8 12255 1629 130,83 62,1
333,5 12405 1442 70,2 56,2 113,3 4549 116,1 6294 79,6 1509 1132 67,7
358,2 12019 1143 58,8 180,0 142,0 5235 233,5 6451 1924 1286 1256 70,3
203,7 5775 579 3251 3379 191,7 177,0 251,3 3355 4585 231,9 4856 1477
578,4 1605,8 220,1 90,4 136,7 2656 742,7 3194 8952 1393 290,0 56,9 1198
332,3 1148,0 110,6 97,1 91,1 120,5 409,6 1674 618,7 1272 156,2 124,4 487
496,1 1450,0 1649 111,9 106,8 202,5 598,1 263,9 8236 130,0 2575 51,3 90,1
486,9 1558,2 242,7 72,0 2099 241,3 7439 351,4 8895 2756 1752 957 1467
691,3 18545 3274 117,56 120,0 321,5 8625 3553 1052,7 121,9 364,3 357 168,0
514,2 15304 251,5 130,56 58,2 223,3 609,2 2035 8520 61,8 2863 90,0 136,2
250,4 2355 288,0 7494 7216 393,0 94,0 4228 2351 940,9 4874 1086,2 484,0
301,8 11235 1222 1242 559 1254 3609 1085 5726 93,7 1829 1559 61,7
115,8 457,2 153,4 339,3 3446 1116 885 1033 158,8 501,5 209,9 673,8 239,1
711,8 18451 422,8 250,3 171,5 407,2 843,9 376,0 1146,7 60,4 434,1 130,4 248,8
91,0 338,6 104,9 350,7 4515 1468 93,7 1956 154,4 5456 1705 679,1 209,7

736,1 2032,5 401,0 159,7 156,5 401,8 9922 4215 11579 113,3 3858 43,3 2224
567,3 1680,6 349,8 1555 86,3 281,8 716,9 2388 943,6 121,2 309,6 1450 1999
1214,3 28329 787,3 3415 4316 710,7 1599,1 786,9 1718,8 381,8 689,5 157,1 538,7
387,8 13522 1482 99,2 448 1321 502,9 150,0 672,0 127,7 2122 96,5 84,9
648,5 1908,3 473,5 1352 2142 371,1 963,2 349,7 976,2 203,3 304,8 2024 296,1
275,0 684,3 1522 4659 321,0 287,2 198,3 2542 3922 4274 386,0 564,1 2279
153,9 8335 758 80,1 1625 26,1 2679 681 3406 2375 582 2834 699
102,5 302,0 241,3 5164 5425 2572 915 2374 928 7618 276,1 933,1 368,1
71,4 5588 553 187,7 2756 894 160,8 1374 202,0 4444 6355 4663 1157

4049 1259 333,4 3857 1651 97,8 1638 150,0 517,8 1024 648,8 1943

708,4 1283,1 13655 814,1 2442 8242 330,4 15250 785,0 1851,6 969,5

157,0 173,3 99,9 1971 1453 338,9 301,5 89,2 297,7 45,0

118,5 117,5 5423 166,4 599,8 1624 99,8 122,1 66,1

203,0 492,8 1742 704,3 1294 2241 123,4 88,3

263,6 48,1 3072 2640 97,2 3327 972

250,0 1971 653,2 2829 856,0 315,8

278,4 210,2 147,8 3857 1318

804,4 337,7 1071,2 486.,6

308,3 146,3 161,2

323,2 73,7

155,0
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Tabela 12. Grupos estabelecidos pelo Método de Otimizacdo de Tocher, com base em 19
caracteristicas resultantes da avaliagdo biométrica de frutos e sementes e dos
testes de germinacdo, condutividade elétrica e de envelhecimento acelerado de
sementes de 41 arvores matrizes de Guazuma ulmifolia Lam.

Grupo Matriz
I 26, 34, 36, 28, 39, 31, 41, 32,6, 10, 16, 5, 23,4, 33,3, 7,11, 14,1, 9, 38,40, 13,21, 12e 20
| 2,27,35,17,19,29,15,37,8¢e 25

i 22e 24
v 18
\' 30

: N

0 59,06 118,12 177,18 236,24 295,30 354,37 413,43 472,49 531,55 590,61

Figura 12. Dendrograma representativo do agrupamento de 41 arvores matrizes de Guazuma
ulmifolia Lam., baseado em caracteres biométricos de frutos e sementes e

parametros da qualidade fisiolégica das sementes, utilizando o método de
agrupamento UPGMA.
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bem proximo ao numero formado pelo método de Tocher. O primeiro grupo é formado
por 28 matrizes, sendo o grupo com o maior nimero de matrizes, ou seja, com 68,29%
das matrizes estudadas. O segundo grupo é formado por 2 matrizes (4,88%); o terceiro
grupo é formado por 10 matrizes (24,39%) e o quarto grupo € formado apenas por uma
matriz (2,44%).

De acordo com o agrupamento promovido por caracteres biométricos de frutos e
sementes e parametros da qualidade fisiol6gica das sementes pelo método de Tocher
(Tabela 12) e considerando a localizagéo das arvores matrizes na area de amostragem
(Tabela 1), nota-se que a matriz 22, que representa isoladamente o ponto 3 (Figura 5),
associou-se a matriz 24 localizada no ponto 4 (Figura 6) formando o grupo Ill. As
demais matrizes localizadas no ponto 4 estdo distribuidas nos grupos | (23, 26, 28 e
31), grupo 1l (25, 27 e 29) e grupo V onde a matriz 30 forma um grupo isolado, o que
evidencia uma grande diversidade em relacdo as demais. O fato dessa variedade de
matrizes pertencentes ao mesmo ponto de amostragem estarem distribuidas em grupos
distintos indica que arvores situadas proximas entre si podem nao apresentar um alto
grau de parentesco e, ou similaridade, evidenciando a presenga de variabilidade
genética. O inverso também se torna verdadeiro, fazendo com que arvores matrizes
pertencentes a localidades distintas se unam em um mesmo grupo, como aconteceu
com as matrizes 22 e 24.

Essa observacao também pode ser feita ao se analisar a constituicdo dos grupos
I e ll. O grupo | retne arvores matrizes localizadas nos pontos 1, 2, 4 e 5 (Figuras 3, 4,
6 e 7 respectivamente), enquanto o grupo Il é composto por matrizes amostradas nos
pontos 1, 4 e 5. Como as 41 arvores matrizes avaliadas que compdem 0s cinco pontos
de amostragem sao originadas de plantios relativamente recentes, ou seja, ndo sao de
uma floresta nativa, uma dada variabilidade genética pode ser encontrada dentro de um
mesmo ponto de amostragem apesar de haver uma pequena distancia entre as plantas.
Isso se deve a origem das mudas utilizadas no plantio, onde mudas formadas a partir
de sementes coletadas de diferentes arvores matrizes tem uma menor probabilidade de
gerar individuos aparentados, aumentando a variabilidade genética entre os mesmos.

Esse fato também pode fazer com que arvores matrizes proximas a outras dentro de
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um ponto de amostragem formem grupos unitarios, como ocorreu com as matrizes 18 e
30.

O agrupamento das 41 arvores matrizes promovido pelo método UPGMA por
caracteres biométricos de frutos e sementes e parametros da qualidade fisiolégica das
sementes (Figura 12) foi praticamente o mesmo obtido pelo método de Tocher (Tabela
12). A Unica diferenciacao entre eles é que a matriz 18, que no agrupamento de Tocher
formava um grupo unitario, no agrupamento UPGMA une-se ao grupo constituido pelo
maior numero de matrizes.

Em estudo com 20 acessos de Astrocaryum vulgare por meio de oito caracteres
de frutos, FARIAS NETO & OLIVEIRA (2002), agruparam as matrizes em trés grupos
pelo método de Tocher.

ARRIEL et al. (2004), estudando a divergéncia entre 34 matrizes de Cnidoscolus
phyllacanthus por meio de nove caracteres biométricos de frutos e sementes e seis
caracteres bioquimicos de sementes, identificaram a formacao de 10 grupos.

A partir de nove caracteres morfolégicos de frutos e sementes, avaliados em seis
populacées de Dypteryx alata provenientes dos estados de Goias e Minas Gerais,
SANO et al. (1999) verificaram a formacao de cinco grupos. Encontraram, ainda, que
arvores préximas nas diferentes localidades apresentaram-se em grupos distintos,
indicando a presenca de variabilidade genética dentro da populacao.

Além do estudo da divergéncia genética, é de grande valia o conhecimento da
importancia relativa que os caracteres biométricos de frutos e sementes e parametros
da qualidade fisiol6gica das sementes desempenham na diversidade encontrada. Isto
posto, a importancia de cada caracteristica para a divergéncia genética foi obtida pelo
método de SINGH (1981) (Tabela 13).

As caracteristicas com maiores contribuicbes relativas para a andlise da
diversidade das matrizes foram a massa fresca de sementes (38,02%), massa fresca de
frutos (18,12%) e comprimento de frutos (8,58%). Ja as caracteristicas que menos
contribuiram para a divergéncia das matrizes foram o comprimento de plantulas
(0,39%), o comprimento de plantulas originadas de sementes submetidas ao

envelhecimento acelerado (0,42%) e a condutividade elétrica (0,63%).
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Tabela 13. Contribuicdo relativa de 19 caracteristicas resultantes da avaliacao
biométrica de frutos e sementes e dos testes de germinagéo,
condutividade elétrica e de envelhecimento acelerado de sementes de 41
arvores matrizes de Guazuma ulmifolia Lam.

Caracteristicas Importancia Relativa (%)
MFS 38,02
MFF 18,12
COMPF 8,58
DIAMF 1,35
GER 4,78
IVG 1,16
PN 2,51
PA 1,48
MFP 3,54
MSP 4,70
CP 0,39
GER-EA 2,33
IVG-EA 1,53
PN-EA 2,31
PA-EA 1,19
MFP-EA 2,93
MSP-EA 4,02
CP-EA 0,42
CE-24h 0,63

MFS — massa fresca de sementes; MFF, COMPF, DIAMF — massa fresca, comprimento e didmetro de
frutos; GER — germinacéo; IVG — indice de velocidade de germinacédo; PN — plantulas normais; PA —
plantulas albinas; MFP, MSP — massa de matéria fresca e seca de plantulas; CP — comprimento de
plantulas; CE-24h — condutividade elétrica com 24 horas de embebicao; EA — envelhecimento acelerado.

SANO et al. (1999) estudando a diversidade morfoldgica de frutos e sementes de
Dypteryx alata, concluiram que as nove caracteristicas estudadas foram importantes
para a formacao dos grupos, porém com destaque para a massa fresca e a largura de
frutos e a massa fresca de sementes.

FARIAS NETO & OLIVEIRA (2002) estudando a divergéncia genética entre 20
acessos de Astrocaryum vulgare por meio de oito caracteres de frutos, verificaram que
0s caracteres que mais contribuiram para a divergéncia foram a massa de matéria
fresca de frutos e de polpa; a espessura da améndoa foi a caracteristica que menos

contribuiu para a variagéo total.
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ARRIEL et al. (2004), estudando a divergéncia entre 39 matrizes de Cnidoscolus
phyllacanthus quanto a nove caracteres biométricos de frutos e sementes, concluiram
que o comprimento de frutos, o nUmero e massa fresca de sementes por fruto e a

massa fresca do pericarpo foram os caracteres mais importantes neste estudo.

4.6.2. Divergéncia genética através de marcadores moleculares AFLP

Para a analise de agrupamento das 41 arvores matrizes baseado na andlise por
marcadores moleculares AFLP, a estimativa de medidas de distancia entre pares de
matrizes foi obtida pelo coeficiente de Nei e Li (Tabela 14). As matrizes com maior
similaridade (menor distancia) sdo as matrizes 8 e 16 (0,027) e as mais divergentes
(maior distancia) sdo a 21 e a 40 (0,620). A média das distancias entre as arvores
matrizes foi de 0,232.

O agrupamento das arvores matrizes foi realizado utilizando-se o método
UPGMA. O dendrograma representativo desse agrupamento estda apresentado na
Figura 13.

Houve a formacdo de dez grupos a partir da linha de corte tracada pela
estimativa do complemento aritmético médio (0,23), um numero consideravelmente
maior ao numero de grupos formados pelos métodos que levaram em consideragcao
caracteres relativos a biometria de frutos e sementes e pardmetros da qualidade
fisiolégica das sementes. O primeiro grupo € formado por 30 matrizes, sendo 0 maior
deles, ou seja, com 73,17% das matrizes avaliadas. O segundo, terceiro, quarto e
quinto grupos sao formados apenas por uma matriz (2,44%); o sexto grupo & formado
por 3 matrizes (7,32%) e o sétimo, oitavo, nono e décimo grupos também sao unitarios
(2,44%).

De acordo com esse agrupamento e considerando a localizagdo das matrizes na
area de amostragem, percebe-se que a maior parte das matrizes constitui um Unico
grupo, e também que, nesse grande grupo formado, ha matrizes provenientes dos cinco

pontos distintos de amostragem das mesmas (Figuras 1 e 2).
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Tabela 14. Coeficientes de Nei e Li entre 41 arvores matrizes de Guazuma ulmifolia Lam. baseados na
analise por marcadores moleculares AFLP.

Matrizes 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

1 0,401 0,307 0,268 0,370 0,371 0,389 0,269 0,265 0,265 0,282 0,293 0,433 0,429 0,277
2 0,200 0,222 0,247 0,201 0,417 0,206 0,206 0,224 0,215 0,236 0,367 0,298 0,207
3 0,104 0,153 0,126 0,258 0,090 0,108 0,094 0,108 0,122 0,336 0,241 0,101
4 0,144 0,119 0,271 0,037 0,057 0,054 0,082 0,084 0,300 0,208 0,037
5 0,094 0,338 0,134 0,149 0,162 0,144 0,170 0,338 0,231 0,151
6 0,300 0,110 0,134 0,131 0,141 0,144 0,354 0,218 0,121
7 0,254 0,305 0,250 0,272 0,257 0,434 0,385 0,255
8 0,054 0,047 0,073 0,081 0,294 0,215 0,034
9 0,063 0,101 0,099 0,310 0,221 0,055
10 0,093 0,090 0,310 0,211 0,052
11 0,109 0,303 0,212 0,084
12 0,307 0,198 0,087
13 0,333 0,290
14 0,199
15

16

17

18

19
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Continua...
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Tabela 14. Coeficientes de Nei e Li entre 41 arvores matrizes de Guazuma ulmifolia Lam. baseados na

analise por marcadores moleculares AFLP. (Continuacao)

Matrizes 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
1 0,259 0,303 0,273 0,310 0,289 0,315 0,278 0,294 0,375 0,260 0,283 0,270 0,302
2 0,208 0,245 0,243 0,216 0,276 0,268 0,208 0,325 0,186 0,254 0,252 0,250 0,244
3 0,087 0,140 0,114 0,098 0,171 0,201 0,101 0,210 0,145 0,148 0,151 0,179 0,164
4 0,034 0,101 0,068 0,087 0,099 0,109 0,042 0,149 0,147 0,098 0,090 0,131 0,113
5 0,137 0,190 0,172 0,094 0,217 0,232 0,130 0,267 0,222 0,198 0,207 0,228 0,187
6 0,107 0,151 0,141 0,086 0,189 0,208 0,101 0,224 0,162 0,181 0,179 0,198 0,170
7 0,256 0,286 0,226 0,287 0,214 0,391 0,263 0,235 0,308 0,295 0,267 0,387 0,318
8 0,027 0,092 0,055 0,084 0,096 0,122 0,039 0,140 0,137 0,090 0,092 0,128 0,109
9 0,047 0,100 0,087 0,102 0,125 0,120 0,065 0,160 0,169 0,097 0,111 0,137 0,134
10 0,044 0,107 0,068 0,093 0,100 0,143 0,057 0,145 0,159 0,099 0,112 0,138 0,109
11 0,076 0,148 0,091 0,112 0,147 0,153 0,090 0,190 0,193 0,129 0,143 0,171 0,151
12 0,078 0,124 0,110 0,105 0,139 0,168 0,082 0,176 0,168 0,143 0,141 0,180 0,159
13 0,309 0,311 0,305 0,318 0,385 0,380 0,304 0,345 0,279 0,347 0,318 0,354 0,331
14 0,217 0,249 0,234 0,201 0,286 0,265 0,206 0,316 0,255 0,245 0,249 0,280 0,260
15 0,031 0,093 0,060 0,090 0,101 0,122 0,044 0,141 0,144 0,095 0,072 0,134 0,115
16 0,084 0,052 0,076 0,098 0,119 0,032 0,131 0,140 0,061 0,084 0,103 0,106
17 0,116 0,127 0,152 0,186 0,098 0,149 0,164 0,128 0,120 0,182 0,150
18 0,102 0,104 0,158 0,070 0,133 0,170 0,113 0,106 0,148 0,108
19 0,153 0,171 0,085 0,202 0,160 0,146 0,149 0,172 0,129
20 0,197 0,112 0,159 0,215 0,154 0,141 0,198 0,143
21 0,134 0,250 0,242 0,166 0,175 0,171 0,184
22 0,152 0,139 0,096 0,088 0,140 0,116
23 0,234 0,186 0,172 0,228 0,199
24 0,201 0,176 0,225 0,191
25 0,139 0,139 0,163
26 0,176 0,128
27 0,168
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

Continua...
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Tabela 14. Coeficientes de Nei e Li entre 41 arvores matrizes de Guazuma ulmifolia Lam. baseados na

analise por marcadores moleculares AFLP. (Continuacao)

Matrizes 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 1
1 0,363 0,336 0,316 0,286 0,354 0,391 0,301 0,342 0,285 0,305 0,417 0,610 0,341
2 0,234 0,352 0,347 0,223 0420 0476 0,382 0,243 0,271 0,309 0,392 0,523 0,448
3 0,176 0,217 0,260 0,153 0,270 0,347 0,242 0,152 0,152 0,252 0,237 0,470 0,303
4 0,149 0,198 0,209 0,088 0,252 0,342 0,192 0,116 0,143 0,159 0,263 0,527 0,277
5 0,230 0,302 0,323 0,175 0,349 0467 0,303 0,209 0,241 0,294 0,193 0,432 0,338
6 0,182 0,255 0,288 0,153 0,344 0465 0,288 0,175 0,199 0,273 0,226 0,455 0,353
7 0,290 0,252 0,267 0,333 0,333 0,274 0,311 0,331 0,214 0,336 0,256 0,487 0,375
8 0,145 0,182 0,193 0,090 0,235 0,329 0,199 0,118 0,134 0,166 0,240 0,504 0,265
9 0,171 0,205 0,216 0,097 0,261 0,346 0,216 0,121 0,165 0,176 0,284 0,537 0,286
10 0,151 0,194 0,200 0,109 0,237 0,307 0,194 0,134 0,128 0,177 0,248 0,513 0,262
11 0,167 0,225 0,249 0,129 0,265 0,374 0,237 0,144 0,172 0,219 0,258 0,514 0,297
12 0,170 0,217 0,253 0,143 0,275 0,338 0,229 0,152 0,158 0,211 0,274 0,496 0,308
13 0,359 0,391 0,395 0,327 0462 039% 0471 0,359 0,378 0,417 0,488 0,551 0,494
14 0,264 0,370 0,380 0,264 0,353 0450 0,338 0,266 0,307 0,313 0,346 0,465 0,371
15 0,151 0,189 0,194 0,095 0,254 0,331 0,200 0,124 0,134 0,156 0,260 0,507 0,273
16 0,137 0,179 0,201 0,087 0,238 0,325 0,201 0,110 0,120 0,174 0,249 0,505 0,267
17 0,201 0,201 0,226 0,144 0,272 0322 0,25 0,171 0,183 0,225 0,278 0,488 0,299
18 0,144 0,183 0,182 0,119 0,244 0,322 0,206 0,144 0,127 0,171 0,231 0,519 0,281
19 0,168 0,244 0,281 0,146 0,285 0,397 0,263 0,150 0,144 0,214 0,222 0,455 0,305
20 0,171 0,200 0,194 0,143 0,233 0,294 0,169 0,181 0,124 0,188 0,258 0,498 0,220
21 0,232 0,271 0,259 0,149 0,329 0,457 0,304 0,159 0,254 0,172 0,382 0,620 0,392
22 0,141 0,184 0,213 0,090 0,262 0,333 0,213 0,125 0,141 0,179 0,249 0,489 0,280
23 0,206 0,117 0,181 0,169 0,275 0,255 0,277 0,239 0,223 0,225 0,234 0,508 0,331
24 0,179 0,280 0,327 0,184 0,401 0377 0,340 0,219 0,215 0,285 0,361 0,532 0,405
25 0,181 0,234 0,252 0,136 0,249 0,345 0,240 0,156 0,185 0,221 0,306 0,529 0,288
26 0,167 0,219 0,232 0,139 0,278 0,329 0,232 0,176 0,171 0,207 0,291 0,520 0,299
27 0,222 0,260 0,280 0,178 0,285 0,388 0,268 0,160 0,214 0,247 0,351 0,542 0,313
28 0,170 0,242 0,242 0,136 0,297 0,357 0,261 0,157 0,192 0,217 0,290 0,524 0,325
29 0,244 0,277 0,186 0315 0,358 0,297 0,198 0,193 0,250 0,295 0,517 0,372
30 0,200 0,222 0,300 0,290 0,295 0,272 0,243 0,239 0,257 0,520 0,382
31 0,234 0,331 0,299 0,303 0,266 0,263 0,213 0,309 0,565 0,356
32 0,293 0,365 0,258 0,156 0,208 0,168 0,287 0,529 0,307
33 0,298 0,245 0,277 0,287 0,306 0,285 0,353 0,186
34 0,339 0,364 0,297 0,364 0,364 0,478 0,316
35 0,273 0,186 0,267 0,316 0,481 0,156
36 0,208 0,216 0,329 0,518 0,324
37 0,236 0,273 0,513 0,240
38 0,312 0,558 0,336
39 0,373 0,325
40 0,388
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Figura 13. Dendrograma representativo do agrupamento de 41 arvores matrizes de Guazuma
ulmifolia Lam., baseado na andlise por marcadores moleculares AFLP, utilizando o
método de agrupamento UPGMA.

Dessa forma, novamente nota-se que matrizes relativamente distantes em
termos geograficos se juntam a outras para formarem um grupo com caracteristicas
genéticas similares. Em outras situagées ocorre o inverso, em que plantas préximas,
situadas em um mesmo local, divergem geneticamente entre si. Isto é verificado ao
analisarmos as matrizes 1, 2, 7, 13, 14, 39 e 40; apesar de todas elas estarem
localizadas em um mesmo ponto (Figura 3) cada uma constitui um grupo unitario, o que
indica uma grande variabilidade genética entre as mesmas.

Estes fatos reforcam ainda mais a preocupacao que se deve ter, por exemplo,
quando da coleta de sementes para formacédo de mudas em trabalhos de recomposi¢ao
e ou conservagao e melhoramento genético (PAULA, 2007).
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Auséncia de estruturacdo geografica em relagdo ao grau de similaridade genética
e procedéncia de acessos também foi obtida por SALLA et al. (2002), estudando a
variabilidade genética de Malpighia emarginata por marcadores moleculares RAPD e
por YEE et al. (1999), analisando diversidade entre acessos de Vigna angularia com
RAPD e AFLP.

GANGA et al. (2004), avaliando a divergéncia em 36 acessos de Passiflora edulis
através de marcadores moleculares AFLP, constataram a eficiéncia da técnica para a
deteccdo e quantificacdo de ampla divergéncia genética entre eles, porém néao
conseguiram observar correlagéo entre o grau de similaridade genética e a procedéncia
dos acessos.

SANTOS et al. (2008), estudando a divergéncia genética de 105 acessos de
mangueira através de marcadores moleculares AFLP, conseguiram identificar a

formacao de cinco grupos entre os materiais avaliados.

4.6.3. Comparacao entre a divergéncia genética por caracteristicas de
frutos e sementes e por marcadores moleculares AFLP

Comparando os agrupamentos promovidos por caracteres biométricos de frutos
e sementes e parametros da qualidade fisiol6gica das sementes com aquele promovido
pelos marcadores moleculares AFLP, ndo ha como apontar uma relacao consistente
entre os mesmos.

Algumas matrizes permanecem agrupadas em ambas as situagdes, por exemplo,
as matrizes 3, 4, 5 e 6. Pelo fato dessas matrizes estarem em um mesmo ponto de
amostragem e haver pouca distancia entre elas (Figura 3), poderia ser um indicativo de
uma pequena variabilidade genética entre as mesmas, onde tantos os dados relativos
as sementes quanto os moleculares foram capazes de agrupa-las (Figuras 12 e 13).
Por outro lado, matrizes que também estdo localizadas no mesmo ponto de
amostragem e com pouca distancia entre as mesmas, se agrupam através dos dados
relativos as sementes e ndo se agrupam pelos dados moleculares, ou vice-versa. Como

exemplo, pode-se observar as matrizes 12 e 13 (Figura 3), enquanto no agrupamento
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realizado pelos caracteres biométricos de frutos e sementes e parametros da qualidade
fisiologica de sementes elas estdo proximamente agrupadas (Figura 12), no
agrupamento feito pelos marcadores moleculares AFLP elas ndo se agrupam (Figura
13). Ja para as matrizes 30 e 31 (Figura 6) ocorre o oposto, elas se agrupam através
dos dados moleculares (Figura 13) e ndo se agrupam pelos dados relativos as
sementes e frutos (Figura 12).

Na literatura, algumas consideracbes vém sendo apresentadas quando a
correlacdo observada entre distancias obtidas através de marcadores moleculares e
caracteres fenotipicos € baixa. GRIVET & NOYER (2003) consideraram que a relacéao
entre o polimorfismo neutro revelado por marcadores e o polimorfismo de caracteres
morfoagronémicos ndo esta clara. Marcadores moleculares revelam a similaridade entre
individuos pela amostragem do loco. Enquanto caracteres morfoagronémicos medem
semelhancgas entre individuos com base em variaveis, cujo nivel de expressado depende
do numero de genes potencialmente epistaticos.

Segundo ROLDAN RUIZ et al. (2001), um modo alternativo para lidar com a
baixa correlagdo entre distancia genética e morfoldgica, pode ser selecionar apenas
marcadores moleculares associados aos caracteres fenotipicos testados pela
distinguibilidade, uniformidade e estabilidade. SEKLON & GUPTA (1995) consideraram
que uma perfeita correspondéncia entre distancias obtidas a partir de dados fenétipicos
e moleculares ndo é esperada, uma vez que cada grupo de dados representa uma
parte diferente do genoma e foi submetido a uma fonte de erro diferente.

MOSER & LEE (1994) ressaltam que o numero de marcadores, o tamanho e
variabilidade da populacado analisada sao fatores que afetam a distancia obtida a partir
de dados moleculares e, além disso, como resultado da natureza complexa da relacéao
entre a variacao genotipica e fenotipica, genédtipos que sao fenotipicamente diferentes
podem variar em apenas poucos locos, e genétipos similares na aparéncia ou
desempenho podem ser completamente diferentes.

MOURA (2003), avaliando a diversidade genética entre acessos de jaborandi,
nao encontrou correlagdo entre as distancias obtidas com os dados fenotipicos e os

dados moleculares.
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ARRIEL (2004), estudando a diversidade genética entre 108 gendtipos de
Sesamum indicum, obteve baixa correlacdo entre marcadores moleculares e caracteres
morfoldgicos e agronémicos. A falta de associagao entre caracteres morfoagrondmicos
e marcadores moleculares tem sido observada em diversas espécies (CAZCARRO,
2000; RIDAY et al., 2003).

Para McKAY & LATTA (2002), marcadores moleculares e caracteres fenotipicos
apresentam comportamentos distintos no estudo da divergéncia, ndo possibilitando
extrapolar uma variacdo para outra, especialmente, se o0s caracteres forem
quantitativos.

Devido ao fato de os parametros de medida utilizados para a estimacdao das
distancias ndo se correlacionarem, eles podem ser considerados em conjunto para
maximizar o nivel de informagdes em relacdo aos gendtipos, sendo, portanto,
informacdes complementares. Dessa forma, a combinagédo de diferentes medidas pode
melhorar a predicao da variabilidade (AUTRIQUE et al., 1996; BERED et al., 2001).
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5. CONCLUSOES

Através do presente estudo pode-se concluir para Guazuma ulmifolia Lam. que:

1. H& grande variacdo entre os caracteres biométricos de frutos e sementes
provenientes de diferentes arvores matrizes.

2. Os testes de germinacao e envelhecimento acelerado evidenciam a variabilidade na
qualidade fisiolégica de sementes das arvores matrizes.

3. O teste de condutividade elétrica conduzido com 40 sementes embebidas em 75 mL
de agua destilada por 24 horas nao é eficiente para discriminar as matrizes quanto a
qualidade fisiologica das sementes.

4. A analise por marcadores moleculares AFLP foi eficiente para a discriminagdo das
matrizes quanto a variabilidade genética, evidenciando um alto grau de polimorfismo
entre os materiais.

5. Nao ha como apontar uma relagdo consistente entre os agrupamentos das matrizes
por caracteres biométricos de frutos e sementes e parametros da qualidade fisiol6gica
de sementes com o da andlise por marcadores moleculares AFLP.

6. A combinacao das informagdes provenientes dos caracteres biométricos de frutos e
sementes e parametros da qualidade fisiol6gica de sementes com a analise por
marcadores moleculares AFLP € 0(til na maximizacdo do potencial genético do
germoplasma avaliado.

7. A obtengdo de sementes com o intuito de se realizar trabalhos de conservacgao,
melhoramento genético e recomposicao florestal, deve ser realizada no maior nimero
possivel de matrizes, de forma a garantir a representatividade da variabilidade genética

da espécie.
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