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RESUMO

Schizolobium parahyba var. amazonicum (Huber ex. Ducke) Barneby, é
conhecido popularmente como Parica e endémica da Floresta Amazbnica. Sua
madeira € de grande aceitacdo no setor madeireiro, devido seu tronco bem
formado e reto, com superficie lisa, textura uniforme e alburno branco.
Apresenta, ainda, importancia ecoldgica, podendo ser utilizado em projetos de
recuperagcao de areas degradadas devido ao seu rapido crescimento. Para o
paisagismo é considerada uma espécie ornamental, em virtude de sua intensa
floracdo amarela, de aroma doce. Entretanto, apesar da importéncia e
potencialidades da espécie, ndo ha disponibilidade de material geneticamente
melhorado, selecionado para as condigdes ambientais do Espirito Santo. Neste
sentido, o presente estudo objetivou caracterizar a diversidade genética em uma
populacdo de S. amazonicum, estabelecida em uma area de floresta plantada
na regido sul do estado do Espirito Santo. Informagbes sobre a estrutura e
diversidade genética populacional s&do necessarias em programas de preé-
melhoramento e conservagdo de germoplasma desta espécie, principalmente
quando se deseja utilizar este plantio como pomar de sementes. O delineamento
experimental foi blocos casualizados, sendo constituido por 3 blocos e 5
tratamentos, ou seja, cinco espagcamentos (3x2 m, 3x3 m, 3x4 m, 4x4 m e 5x5
m). Inicialmente, foi realizado o inventario florestal da populagao para obtencao
das variaveis dendrométricas didmetro a altura do peito (DAP) e altura total (Ht).
A analise de variancia e o Teste de Tukey revelaram que apenas os tratamentos
exerceram efeito sobre as variaveis dendrométricas. Portanto, foram escolhidos
0s que apresentaram médias superiores e que nao diferiram estatisticamente
entre si, sendo os tratamentos T3, T4 e T5 representando os espagcamentos 3x4
m, 4x4 m e 5x5 m, respectivamente. Logo, para sele¢ao das arvores matrizes foi
realizado a média geral das variaveis DAP e Ht para os tratamentos escolhidos,
sendo marcadas e georreferenciadas 57 arvores em cada tratamento,
totalizando 171 arvores. Para o propésito do estudo foram utilizados 11 primers
Inter Simple Sequence Repeats (ISSR), que geraram 79 bandas polimorficas
(58%). Sobre o conteudo de informagéao polimérfica (PIC) realizado para os
marcadores ISSR, foi encontrado média de 0,37, caracterizando-os como
mediamente informativos. O niumero de locos encontrados (n = 79), foi maior do
que o estabelecido como numero étimo (n = 69). Os resultados obtidos pelo
dendrograma corroboraram com a analise bayesiana realizada pelo programa
STRUCTURE, que de acordo com o método AK o numero mais provavel de K
agrupamentos foi definido como dois (K = 2). Assim, um grupo foi formado com
a maioria dos individuos (153 gendtipos) e o segundo com a minoria (18
gendtipos). Foi encontrada alta diversidade genética, com numero de alelos
observados (Na = 2,00), numero de alelos efetivos (Ne = 1,65), indice de
diversidade de Nei (H’ = 0,375) e indice de Shannon (I = 0,554). Com este estudo
foi possivel verificar que os marcadores ISSR se mostraram eficientes para
caracterizagdo da diversidade genética em S. amazonicum, e que a populagao
pode ser utilizada como pomar para coleta de sementes e produ¢ao de mudas
com maior variabilidade genética.

Palavras-chave: Parica, marcador molecular ISSR, arvores matrizes.
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ABSTRACT

Schizolobium parahyba var. amazonicum (Huber ex. Ducke) Barneby, is
popularly known as Parica and endemic to the Amazon rainforest. Its wood is of
great acceptance in the timber sector, due to its well formed and straight trunk,
with smooth, uniform texture and sapwood white. It also presents ecological
importance and may be used in degraded areas restoration projects due to its
rapid growth. For landscaping is considered an ornamental species, because of
its intense yellow flowering, sweet aroma. However, despite the importance and
potential of the species, there is no availability of genetically improved material,
selected to the environmental conditions of the Espirito Santo. In this sense, the
present study aimed to characterize the genetic diversity in a population of S.
amazonicum established in an area of forest planted in the southern state of
Espirito Santo. Information on the population structure and genetic diversity are
needed in pre-breeding program and germplasm conservation of this species,
especially when you want to use this as planting seed orchard. The experimental
design was randomized blocks, consisting of 3 blocks and 5 treatments, ie five
spacings (3x2 m, 3x3 m, 3x4 m, 4x4 m and 5x5 m). Initially, it carried out the
forest inventory of the population for the variables dendrometric diameter at
breast height (DBH) and total height (Ht). Analysis of variance and the Tukey test
revealed that only the treatments had an effect on dendrometric variables.
Therefore, they were chosen that had higher average and were not statistically
different from each other, and the treatments T3, T4 and T5 representing the
spacing 3x4 m, 4x4 m and 5x5 m, respectively. Thus, for the selection of mother
trees was carried out the overall average of DAP and Ht variables for the chosen
treatments, being marked and georeferenced 57 trees in each treatment, totaling
171 trees. For the purpose of the study were used 11 primers Inter Simple
Sequence Repeats (ISSR), which generated 79 polymorphic (58%). About
polymorphic information content (PIC) held for ISSR, average of 0.37 was found,
characterizing them as informative averagely. The locos number found (n = 79)
was higher than that established as optimal number (n = 69). The results
corroborated the dendrogram with Bayesian analysis by STRUCTURE program,
according to the method AK the most likely number of clusters K is defined as
two (K = 2). Thus, a group formed with the majority of individuals (genotypes 153)
and the second with a minority (18 genotypes). High genetic diversity was found
with number of observed alleles (Na = 2.00), number of effective alleles (Ne =
1.65), diversity index of Nei (H' = 0.375) and Shannon index (I = 0.554). With this
study we found that the ISSR markers were efficient to characterize the genetic
diversity in S. amazonicum, and that the population can be used as orchard for
seed collection and seedling production with greater genetic variability.

keywords: Parica, ISSR molecular marker, mother trees.
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1. INTRODUGAO

O Brasil compreende uma area total de aproximadamente 8.514.877 km?
(851,4 milhdes de hectares), deste total uma area de 509,8 milhdes ha é
composta por florestas naturais e 7,74 milhdes ha constitui a area de florestas
plantadas. Estas areas de florestas quando somadas representam cerca de
60,7% do territorio nacional, constituindo a segunda maior area de florestas no
mundo, sendo a RuUssia possuidora da primeira colocacdo (SERVICO
FLORESTAL BRASILEIRO, 2010; INDUSTRIA BRASILEIRA DE ARVORES,
2015).

Apesar da grande area de florestas no Brasil, o historico revela a reducao
da cobertura vegetal devido o avango das atividades antrépicas. Por outro lado,
a demanda por recursos madeireiros no Brasil e no mundo € cada vez maior
devido ao crescimento populacional e consequentemente o aumento do
consumo (SILVA JUNIOR et al., 2016).

Frente a esta problematica varios estudos tém sido desenvolvidos em
busca da conservacao de espécies vegetais (SHIMIZU, 2007; SARTORETTO,
2008; FREITAS et al.,, 2013), além da crescente demanda dos governos
estaduais e federal por ampliacdo dos plantios e producao utilizando espécies
nativas de interesse comercial (HIGA; SILVA, 2006).

Neste cenario de expansao da cobertura vegetal, destaca-se o estado do
Espirito Santo com uma area de 246.441 mil hectares de floresta plantada,
possuindo um projeto que visa ampliar para 621 mil hectares de florestas
plantadas até o ano de 2025 (IBA, 2015; SECRETARIA DE ESTADO DA
AGRICULTURA, ABASTECIMENTO, AQUICULTURA E PESCA, 2008).

Para este cenario desejavel da silvicultura Capixaba, ha necessidade que
as politicas publicas e privadas no estado priorizem medidas progressivas para
a ampliacao da base florestal. Uma das alternativas viaveis para o projeto seria
o incremento na area de florestas plantadas, utilizando espécies florestais néao
tradicionais em diversos ambientes edaficos do estado (SEAG, 2008).

Como espécie nao tradicional para o Espirito Santo e que possui grande
potencial de aclimatacdo e interesse comercial, destaca-se o Schizolobium
amazonicum (Huber ex. Ducke) Barneby, conhecido popularmente como parica.

Trata-se de uma arvore nativa da Floresta Amazbnica, encontrada nos
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estados do Para, Rondénia, Amazonas, Acre e Mato Grosso, utilizada em escala
comercial por empresas madeireiras das regides norte e nordeste do pais. A
espécie também pode ser encontrada em outros paises como Bolivia, Peru,
Equador, Colémbia e Venezuela (HOFFMANN et al., 2011).

De acordo com Pinto Junior et al. (2013) a espécie possui rapido
crescimento, possibilitando sua exploragao entre cinco e nove anos de idade
para producido de painéis, caixotaria e laminados. A utilizacdo da madeira do
parica para fins comerciais ja € algo difundido na silvicultura, sendo citada em
trabalhos de varios autores (COSTA et al., 1998; CARVALHO, 2005; IWAKIRI et
al., 2011).

A espécie pode ainda, ser utilizada em projetos de recuperagao de areas
degradadas, producdo de celulose e papel, projetos de paisagismo e na
medicina popular (CARVALHO, 2007).

Considerando o anterior exposto, pode-se observar o potencial da espécie
para diferentes fins. Entretanto, ndo ha disponibilidade de material
geneticamente melhorado selecionado para as condi¢gdes ambientais do sul do
Espirito Santo. Neste sentido, informacdes sobre a diversidade e/ou estrutura
genética populacional sdo extremamente importantes em programas de pré-
melhoramento e conservagao do germoplasma desta espécie.

Portanto, para que programas de pré-melhoramento ou de conservagao
possam ser bem-sucedidos, torna-se importante conhecer a quantidade de
variagdo presente na espécie de interesse, desta forma, os marcadores
moleculares tornam-se ferramentas eficientes, capazes de detectar a
variabilidade existente diretamente em nivel de DNA (CRUZ et al., 2011).

A utilizacdo de marcadores moleculares de DNA em estudos com
espécies florestais é tida como referéncia em trabalhos de varios outros autores
(GUIDUGLI, 2010; GONCALVES et al., 2014; CHEN et al., 2014).

Entretanto, poucos sao os estudos envolvendo marcadores moleculares
para o género Schizolobium, ndo sendo encontrado nenhum estudo para o
estado do Espirito Santo. Sdo encontrados na literatura o isolamento e
caracterizagdo de loci microssatélites para a espécie (KAMAU et al., 2003),
estrutura genética de populagbes de Schizolobium parahyba (Vell.) Blake
(guapuruvu) por meio de marcadores RAPD (FREIRE et al., 2007), relagdes

genéticas entre ecotipos de Schizolobium parahyba (Vell.) Blake do Equador e
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outros paises utilizando marcadores RAPD, AFLP e SSR (CANCHIGNIA-
MARTINEZ et al., 2007) e filogeografia e sistematica molecular de Schizolobium
parahyba (Vell.) Blake por meio do sequenciamento de regides cloroplasticas e
nucleares (TURCHETTO-ZOLET, 2012).

Neste sentido, o presente estudo objetivou caracterizar a diversidade
genética em uma populagao de Schizolobium amazonicum, estabelecida em
uma area de floresta plantada na regido sul do estado do Espirito Santo com a
utilizacdo de marcadores moleculares Inter Simple Sequence Repeats — ISSR.

Assim, espera-se obter dados que permitam avaliar o potencial da
populagcado para ser utilizada em um futuro préximo como pomar para coleta de
sementes e produgdo de mudas com maior variabilidade genética, fornecendo

base para plantios comerciais na produgcéo de madeira.
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2. REVISAO DE LITERATURA

21. Taxonomia e distribuicdo geografica da espécie Schizolobium

parahyba var. amazonicum (Huber ex. Ducke) Barneby

A espécie foi descoberta por Ducke e descrita por Huber em 1922
(DUCKE, 1939). Porém, foi nomeada cientificamente como Schizolobium
parahyba var. amazonicum (Huber ex. Ducke) Barneby, apés estudos com o
género Schizolobium desenvolvidos por Barneby em 1996.

E popularmente conhecida em varios estados brasileiros como parica,
parica-grande, canafista, canafistula, guapuruvu-da-amazénia, parica-da-
amazodnia, parica-da-terra-firme, pinho-cuiabano ou bandarra. Em outros paises
como na Bolivia € conhecido como cerebd; na Colémbia, tambor; no Equador,
pachaco; no México, palo de judio; e no Peru, pashaco (CARVALHO, 2007).

De acordo com o sistema de classificacdo, a posicao taxondmica da

espéecie obedece a seguinte hierarquia, exposto na tabela 1.

Tabela 1. Classificagado taxonémica atual do S. amazonicum.

Especializagao Taxonomia
Classe Equisetopsida
SubClasse Magnoliidae
Super ordem Rosanae
Ordem Fabales
Familia Fabaceae
Género Schizolobium
Espécie Schizolobium parahyba (Vell.) Blake
Variedade Schizolobium parahyba var. amazonicum

(Huber ex. Ducke) Barneby

Fonte: Tropicos.org. Missouri Botanical Garden. Acesso 02 Ago. 2016.

Anteriormente, o género Schizolobium foi conhecido por possuir quatro
espécies, uma no Brasil meridional, uma na Amazbnia e duas na América
Central. Porém, foi assumido que todas as espécies eram sinonimias de uma
unica espécie chamada Schizolobium parahyba. Assim, baseando-se em
diferengas morfoldgicas, a espécie foi dividida em duas variedades, S. parahyba

var. parahyba e S. parahyba var. amazonicum (BARNEBY, 1996).
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O S. parahyba var. amazonicum possui folhas e frutos duas vezes
menores, pétalas oblongas, mais firmes e glabras, pedicelos articulados e
florescem sem folhas quando comparada com a variedade S. parahyba var.
parahyba (RIZZINI, 1971; BARNEBY, 1996).

Outro parametro que separa as duas variedades é a distribuicdo
geografica (Figura 1). O S. parahyba var. parahyba ocorre na Floresta Atlantica
(Santa Catarina a Bahia), e S. parahyba var. amazonicum ocorre na Floresta
Amazobnica, em area de floresta primaria, secundaria de terra firme e em varzea
alta dos estados do Para, Rondbnia, Amazonas, Acre e Mato grosso e em
florestas subtropicais da América Central, Bolivia, Peru, Equador, Colémbia e
Venezuela (DUCKE, 1939; ROSA, 2006; TURCHETTO-ZOLET, 2009).

Meéxico

17
Guiana
t Suriname

., Bolivia _ |

Legenda:
. S. parahyba var. amazonicum

. S. parahyba var. parahyba

Figura 1. Distribuicdo geogréfica das duas variedades do género Schizolobium. A area pontilhada
mostra os locais de ocorréncia, enquanto que a cor azul representa a variedade S. parahyba var.
amazonicum e a cor vermelha representa a variedade S. parahyba var. parahyba.

Fonte: TURCHETTO-ZOLET, 2009. Adaptado pelo autor.
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Reconhecidamente, trata-se de uma arvore caducifélia, decidua,
atingindo dimensdes proximas de 40 m de altura e 100 cm de diametro a altura
do peito, na idade adulta. E uma espécie de rapido crescimento, possuindo
tronco bem formado e reto, com superficie lisa, textura uniforme e alburno branco
(Figura 2) (CARVALHO, 2005). Nas arvores jovens, o tronco possui coloragcéo
verde acentuada com cicatrizes transversais deixadas pela queda das folhas
(MATSUBARA, 2003).

Figura 2. Arvores da espécie S. amazonicum em area de floresta plantada na regido sul do
estado do Espirito Santo, localizada no Instituto Federal de Educacéo Ciéncia e Tecnologia do
Espirito Santo, Campus de Alegre, ES (IFES, Campus Alegre). Fonte: O autor.
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O parica apresenta copa com muitos galhos, pouco densa, que permite a
passagem de luz e consequentemente o bom desenvolvimento de sub-bosque
(LIMA et al., 2003; ALBINO; ZANETTI, 2006). As folhas sdo longipecioladas,
bipinadas com 20 a 30 pares de pinas opostas, grandes (de 60 cm a 150 cm de
comprimento), tem uma raque lenhosa quando jovem, reduzindo este tamanho
com o desenvolvimento, possui 0 peciolo longo e viscoso e as gemas e folhas

tenras apresentam consisténcia pegajosa (AMATA, 2009).

2.2. Biologia Reprodutiva do Parica

Por falta de estudos pouco se sabe sobre a fenologia da espécie, existindo
estudos pontuais para os estados Mato Grosso e Rondbdnia onde a floragéo
acontece de maio a junho, e no Para que ocorre de junho a julho. As flores do
parica possuem coloragcao amarela, de aroma doce, medindode 2,0 cma 2,2 cm
de comprimento. Suas pétalas sao oblongas, firmes e glabras (RIZZINI, 1971;
AMATA, 2009).

O parica € uma espécie monodica e devido as caracteristicas de suas
flores, tornam-se atraentes a pequenos insetos e principalmente por abelhas,
sendo estes os vetores de polinizagdo (CARVALHO, 2007).

Afrutificacado € anual, com inicio dos eventos reprodutivos entre oito e dez
anos em areas abertas e plantios, e aos doze anos em florestas naturais. No
Para, a floracdo ocorre entre junho e julho e a frutificacdo entre setembro e
outubro (SOUSA; CARVALHO; RAMOS, 2005).

O fruto € um legume deiscente, alado, obovado, achatado, coriaceo, de
coloragcdo amarronzada (quando maduro), formada por duas valvas que
apresentam formato de espatula, medindo de 6 cm a 10 cm de comprimento por
1,5 cm a 3 cm de largura. Produz de uma a duas sementes por fruto que séo
liberados no inicio da deiscéncia com a exposi¢cdo ao sol de forma autocorica,
do tipo barocoérica (gravidade) e anemocorica (vento) (OLIVEIRA; PEREIRA,
1984; BIANCHETTI et al., 1997; ROSA, 2006; CARVALHO, 2007).

21



2.3. Recursos Florestais e Madeireiro: O parica como proposta de espécie

alternativa

Para atender a demanda madeireira no Brasil, basicamente espécies de
dois géneros sdo plantadas em maior escala, Eucalyptus e Pinus. Para estas
especies existem descritos na literatura um vasto conhecimento cientifico e
tecnoldgico relacionado ao desenvolvimento genético, silvicultural e de manejo
(GRATTAPAGLIA, 2008).

Contudo, grandes empresas e empreendedores tem buscado encontrar
espécies nativas que substituam os géneros citados acima em relagdo a
producado e qualidade da madeira (HOFFMANN et al., 2011).

Em 2015, um censo sobre plantios florestais no pais reconheceu as
diferentes espécies vegetais utilizadas para fins econémicos, bem como a
separacgao da area de producao das mesmas. Cerca de 72,1% da area total dos
plantios florestais é constituida por Eucalyptus, 20,3% por Pinus e apenas 7,6%

com espécies ndo convencionais (Tabela 2) (IBA, 2016).

Tabela 2. Area total de plantios florestais por género no Brasil, 2010-2015

Area de Plantios Florestais (ha)

Géneros 2010 2011 2012 2013 2014 2015 %
Eucalyptus  4900.949 5.049.714 5.304.164 5.473.176 5.558.653 5.630.607 72,1%
Pinus 1.756.359 1.641.892 1.562.782 1.570.146 1.588.997 1.581.239 20,3%
Outros 462.390 489.282 521.131 557.652 588.521 589.201 7.6%
Total 7.005.125 7.801.047 100%

Fonte: IBA, 2016

Como espécies nao convencionais tém-se a Seringueira, Acacia, Parica,

Teca, Araucaria e Populus (Tabela 3), sendo utilizadas em diversas finalidades
como na produgdo de laminados e compensados, produgdo de celulose,
construcao civil, fabricacdo de moveis, geracao de energia por meio de cavacos

de madeira e carvéo, dentre outros (IBA, 2016).
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Tabela 3. Plantios florestais com outros grupos de espécies no Brasil, 2010-2015

Espécies

Nome Cientifico

Area de Plantios (ha)

2010

2011 2012 2013 2014 2015
Seringueira H. brasiliensis 159.500 165.648  168.848  172.448 229.059  229.059
Acacia A. mearnsii e
A, mangium 127.600 146.813  148.311  146.903 160.872 160.827
Parica S.amazonicum 85470 85473  87.901  87.519  89.081  90.047
Teca T. grandis 65.440  67.693 67.329 88270  87.499  87.410
Araucaria A. angustifolia 11.190 11.179 11.343 11.360 11.122  11.038
Populus Populus spp. 4.221 4.220 4.216 4.216 4.216 4.216
Outras - 8.969 8.256 33.183  46.937 6.672 6.604
Total 462.390 489.282 521.131 557.652 588.521 589.201

Fonte: IBA, 2016.

Sobre o grupo de espécies promissoras € com potencial madeireiro
citadas anteriormente, destaca-se o Parica que teve um aumento de 4.577 ha
em sua area de producdo nos ultimos cinco anos. E considerada um exemplo de
especie nativa utilizada em plantios de escala comercial na regiao Amazonica
(HOFFMANN et al., 2011). Reconhecidamente trata-se de uma espécie que
apresenta grande potencial para a producdo industrial e plantios em sistemas
agroflorestais (AMATA, 2009).

Entretanto, para que a espécie tenha continuo crescimento em sua area
de producgao torna-se necessario conhecer as caracteristicas silviculturais, bem
como os aspectos genéticos, afim de obter materiais geneticamente melhorados

que possam ser usados em diferentes objetivos e condicdbes ambientais
(OHASHI; YARED; NETO, 2010).
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2.4. Caracteristicas Silviculturais do Parica

Desde a década de 50 tem sido realizado pesquisas em busca do
desenvolvimento da silvicultura do parica, entretanto, foi na década de 90
quando a espécie assumiu seu posto na representatividade empresarial
(MARQUES; YARED; SIVIERO, 2006). O plantio com o parica no pais teve inicio
no estado de Mato Grosso, concentrou-se na regido norte se estendendo a
regidao nordeste (RONDON, 2002).

A espécie despontou no cenario econémico nacional devido ao rapido
crescimento, boa adaptacdo as diferentes condi¢cbes edafoclimaticas e uso
generalizado de sua madeira de forma a suprir a demanda de matéria-prima
florestal, como também para recomposicdo de areas alteradas (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE PRODUTORES DE FLORESTAS PLANTADAS, 2013;
CORDEIRO et al., 2015).

2.4.1. Sementes

A semente é lisa, brilhante, anatropa, aplanada, ovalada, com &apice
arredondado, base atenuada, cor de café, com o bordo mais escuro. E coberta
com um endocarpo papiroso e unida apicalmente ao fruto, apresentando em
meédia, 2,2 cm de comprimento, 1,28 cm de largura e 0,38 cm de espessura sem
o endocarpo (Figura 3) (ROSA, 2006; AMATA, 2009).

Figura 3. Caracteristicas e anatomia da semente do parica.
Fonte: Imagem A: (CRUZ; PEREIRA, 2014); Imagem B: (CRUZ; CARVALHO, 2006). Adaptado
pelo autor.
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A germinagcdo € do tipo epigea criptocolinedonar, tém-se alto grau
germinativo, podendo chegar a 100% de germinag¢ao dependendo do processo
utilizado na superagao da dorméncia de suas sementes. Entretanto, seu manejo
€ dificil, por seu elevado teor de umidade e suscetibilidade ao ataque de
microorganismos (CARVALHO, 2007).

Os métodos para a superagcdo da dorméncia podem ser divididos em
mecanicos, quimicos e fisicos, sendo eles: escarificagdo mecanica,
escarificagdo acida, imersdo em agua e estratificacdo a quente ou a frio
(FOWLER; BIANCHETTI, 2000).

Para o S. amazonicum existem trabalhos desenvolvidos, afim de acelerar
0 processo germinativo das sementes, além de uniformizar o crescimento das
mudas. De acordo com Dapont et al. (2014), que testaram varios procedimentos
para a superacao da dorméncia das sementes de parica, o mais adequado é por
meio da escarificagdo mecanica na maior porgao lateral do tegumento e também
por imersdo em agua a 100 °C, sendo imediatamente desligada a fonte de calor
onde as sementes devem permanecer na agua até que atinjam a temperatura
ambiente.

Da mesma forma, Negreiros et al. (2015) compararam a superagéo da
dorméncia de sementes do parica no intuito de identificar o melhor método, por
meio dos seguintes tratamentos: Sementes intactas (controle) — TO, Imersdo em
acido sulfurico (60 minutos) - T1, imersdo em agua (24 horas) - T2 e escarificagdo
mecanica - T3. Observou-se que a escarificagdo mecanica foi o melhor método
para superar a dorméncia tegumentar, proporcionando 100% de germinagao.

Para fins de manejo da espécie, 0 exocarpo resistente e impermeavel
permite que a semente possa ser estocada por um periodo de até dois anos,
sem que seu poder germinativo seja afetado (CARVALHO, 2007).

O parica também possui abundante produgado de sementes, cerca de 990
a 1280 sementes por quilo. O peso de 1000 sementes varia em torno de 780-
1010 g (SOUSA; CARVALHO; RAMOS, 2005). Tornando-se uma fonte
alternativa de recursos para o agricultor com sua comercializagdo (ROSSI et al.,
2001).
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2.4.2. Produgao de Mudas

Apesar do desenvolvimento e publicacdo de protocolos de propagagéao de
parica por meio da técnica de cultura de tecidos estarem disponiveis na literatura
(REIS et al., 2009), a producado de mudas é geralmente realizada por meio do
plantio de sementes.

As mudas podem ser produzidas colocando as sementes com a
dorméncia superada para germinar em canteiros, semeando-as diretamente em
sacos de polietileno ou em tubetes (Figura 4) (SOUZA et al., 2003).

Para semeadura em sacos de polietileno € recomendavel que os mesmos
possuam dimensdes com 18 cm de largura por 25 cm de comprimento, e caso
ocorra a utilizacao de tubetes, que estes possuam tamanho grande com cerca
de 16 cm de comprimento e diametro superior de 6,5 cm, ndo sendo

aconselhavel a técnica de repicagem (RONDON, 2002).
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Figura 4. Mudas de parica. Imagem A: Viveiro de mudas em Castanhal - PA. Imagem B: Linha
de plantio com 3 meses de idade em Castanhal - PA.
Fonte: AMATA, (2009). Adaptado pelo autor.

O substrato para semeadura pode ser serragem parcialmente
decomposta e peneirada, sendo mais utilizado areia peneirada e lavada ou a
mistura de ambas (relagéo volumétrica de 1:1) (SOUSA; CARVALHO; RAMOS,
2005).

Entretanto, existem técnicas de producado mais atuais, como o plantio de
sementes de parica em sacos de polietileno (12 cm x 5 cm), contendo como

substrato terra (50%), areia (25%) e cama de aviario (25%), submetidas a 75%
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de sombreamento, apresentaram bom desenvolvimento, atingindo, aos 90 dias
apos semeadura, 28,8 cm de altura e 3,9 mm de diametro (MATOS et al., 2009).

O substrato formado pela mistura de 20% de moinha de carvao; 26,66%
de serragem; 26,66% de esterco bovino e 26,66% de esterco de aves também
tem apresentado condigdes fisicas e quimicas para o bom desenvolvimento das
mudas de parica (LANGE; JUNIOR; CAIONE, 2014).

2.4.3. Sistemas de Producgao

No que se refere a estrutura dos povoamentos, o parica € uma espécie
que pode ser implantada em plantios homogéneos e consorciados (MARQUES;
YARED; SIVIERO, 2006). Plantios em areas de pastagens abandonadas podem
sofrer perdas quanto ao crescimento das mudas, devido a competicdo com as
ervas invasoras e gramineas, sendo necessario a aplicacédo de herbicida nos
primeiros anos de desenvolvimento do plantio (OHASHI; YARED; NETO, 2010).

O parica é caracterizado também como uma espécie exigente em termos
nutricionais, possuindo 6timas respostas ao preparo da area de implantagao, que
pode ser realizada com uso de nitrogénio, fésforo, calcio, magnésio, ferro e boro
(ROSA, 2006).

Os espagamentos utilizados nos plantios comerciais sdo amplos variando
de 3x2 m; 3x3 m; 3x4 m; 4x4 m; 5x4 m; 6x4 m (SOUZA et al., 2003; HOFFMANN
et al., 2011; CORDEIRO et al., 2015).

As principais empresas reflorestadoras do Brasil tém escolhido o
espacamento que possibilite melhor mecanizagcdo das atividades de
implantacdo, manutencdo e exploracdo dos macicos florestais. Porém, o
aumento na densidade populacional pode comprometer o desenvolvimento das
arvores no plantio, indicando competicdo por agua, espacgo, luz e nutrientes
(RONDON, 2002), enquanto que espagamentos maiores podem favorecer a
quebras geradas pelos ventos, sendo indicados os espagamentos 3x4 m e 4x4m
(AMATA, 2009).
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2.5. Importancia e Potencialidades do Parica

Devido as caracteristicas da madeira como leve a moderadamente densa
(0,30 g.cm= a 0,62 g.cm™3), alburno de cor creme-amarelo e cerne diferenciado
com cor marrom-claro, facil trabalhabilidade em relagdo a remog¢ao da casca,
laminagéo, secagem, prensagem e excelente acabamento (ROJAS; MARTINAS,
1996; MARQUES; YARED; SIVIERO, 2006), o parica se tornou fonte de renda
para industrias do setor moveleiro, sendo utilizado na fabricagao de laminas para
compensados, brinquedos, caixotaria leve, portas e forros (CARVALHO, 2007).

De acordo com AMATA (2009), as empresas que produzem o
compensado com a madeira do parica, conseguem baixar os precos e langar seu
produto no mercado externo e interno com prego competitivo. Isto € possivel,
devido a redugdo gerada nas despesas de colheita e transporte, pela
homogeneidade dos reflorestamentos e pela redugcdo dos custos durante a
industrializagcdo da madeira. Tal processo n&o pode ser realizado com tamanha
eficiéncia quando se utiliza outras espécies nativas.

O parica também ¢é visto como espécie promissora por industrias de
celulose e papel, devido as suas fibras com tamanho entre 1,10 mm e 1,59 mm,
otimas para fabricacdo de polpa e papel de fibra curta. Pode ser faciimente
deslignificada, & de facil branqueamento e produz papel com 6tima resisténcia
(CARVALHO, 2003).

Apresenta ainda importancia ecoldgica, sendo adequado para programas
de reflorestamento de areas degradadas, devido ao seu rapido crescimento.
Pode ser utilizado em paisagismo de pragcas e grandes jardins, sendo
considerada uma espécie ornamental por sua intensa floracao amarela. Além
disso, possui importancia medicinal para algumas etnias indigenas, sendo as
folhas usadas como febrifugo (AMATA, 2009).
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2.6. Aspectos Genéticos para Producao e Coleta de Sementes de Espécies

Florestais Nativas

Devido a exacerbada exploragao por recursos florestais e madeireiros e
até mesmo na abertura de areas para agricultura e pastagens com foco
agropecuario, atualmente tém-se no pais biomas extremamente reduzidos,
sendo constituidos por fragmentos florestais (MYERS et al., 2000).

Diante desta problematica, pesquisadores vém buscando desenvolver
trabalhos na conservacao de espécies florestais nativas e estruturacdo das
mesmas nos mais diversos ambientes. Para estes trabalhos, a criacido de
pomares de sementes com espécies nativas tém sido um método eficaz para
suprir parte desta demanda (LORZA; SOUZA; NAKASHIMA, 2006).

Além dos estudos em busca da conservagdo das espécies, programas
dos governos estaduais e federal tem demandado cada vez mais a utilizagéo de
sementes para o estabelecimento de plantios com espécie nativas, visando a
producao de madeira e produtos ndo madeiraveis (HIGA; SILVA, 2006).

Entretanto, para se ter éxito em programas de reflorestamento, utilizando
espécies florestais nativas, um ponto primordial € o conhecimento sobre a origem
genética das sementes (VIEIRA et al., 2001).

Além disto, a utilizacdo de materiais com ampla base genética aumenta a
probabilidade de sucesso no estabelecimento de plantios (SEBBENN, 2002). A
base genética restrita pode ocasionar no que se conhece como depressao
endogamica, que € a redugao da auto-regeneracgao pelo aumento da endogamia
e coancestria da populacgao, favorecendo a perda de alelos necessarios ao valor
adaptativo (SEBBENN, 2006).

Outro fator preponderante sobre a variabilidade genética € o numero de
arvores matrizes utilizadas para coleta de sementes. A coleta realizada em
poucas arvores (< 25) pode gerar um “gargalho genético”, ocasionando baixa
variabilidade genética na populacdo. Desta forma, € indicado no minimo 25
arvores matrizes a serem utilizadas nas coletas (VIEIRA et al., 2001; SEBBENN,
2002).
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2.6.1. Pomar de Sementes

Em conformidade com a legislagdo descrita no Capitulo XlIl do Decreto n°
5.153/2004, que regulamenta a Lei n° 10.711/2003 (BRASIL, 2004):

O Pomar de Sementes (PS) é “uma plantagdo planejada,
estabelecida com matrizes superiores, isolada, com
delineamento de plantio e manejo adequado para a produgéo de
sementes, e que se constitui de Pomar de Sementes por Mudas
- PSM, Pomar Clonal de Sementes - PCS, Pomar Clonal para
Producdo de Sementes Hibridas - PCSH e Pomares de
Sementes Testados - PSMt ou PCSY”.

Portanto, para que se tenha sucesso na criagdo de um pomar de
sementes, € fundamental considerar o objetivo de uso das sementes,
constituindo um povoamento de matrizes com alto grau de selecdo genética,
para que se tenha sementes com a melhor qualidade possivel, originando mudas
com maior vigor e homogeneidade e pequeno numero de descartes (HOPPE et
al., 2004).

De acordo com Sebbenn (2002), a coleta de sementes para os diferentes
objetivos de uso como produ¢cao madeireira, restauracao ambiental ou florestal
e conservagao das espécies, deve conter amostras representativas da
variabilidade genética de uma ou varias populacdes, a fim de conservar o
potencial evolutivo das espécies. Desta forma, pomares de sementes devem ter
ampla base genética.

Ainda, segundo Hoppe et al. (2004) o pomar de sementes € um método
utilizado em programas de melhoramento em todo o mundo, sendo este o mais

eficiente na producédo de sementes melhoradas geneticamente.

2.6.2. Arvores Matrizes

Uma arvore é denominada matriz quando, comparada com outras arvores
da mesma espécie apresenta caracteristicas fenotipicas superiores, possuindo
caracteristicas especificas para a finalidade em que é destinada. Contudo, ha

caracteristicas comuns para todos os objetivos de produgdo, tais como, boa
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condicgao fitossanitaria, vigor e producao de sementes (NOGUEIRA, 2007).

Além das caracteristicas comuns a todas as finalidades, existem
caracteristicas que sdo avaliadas para os diferentes objetivos como: ritmo de
crescimento; porte; forma do tronco (fuste retilineo e com a forma mais préxima
da cilindrica); forma da copa (deve ser proporcional a altura da arvore, bem
formada e bem distribuida); ramificacdo e densidade da madeira (HOPPE et al.,
2004).

Segundo Sena (2008) o bom desempenho do futuro plantio florestal, bem
como a utilizagdo de sementes para o plantio deve advir de arvores matrizes
selecionadas respeitando os objetivos a que se destina, pois se a finalidade for
obtencdo de madeira, a altura e didmetro do caule s&o caracteristicas
indispensaveis. Porém, se o objetivo for a produgao de frutos ou sementes deve-
se dar importancia ao tamanho e a forma da copa.

Ainda, torna-se importante ressaltar que a arvore matriz € superior as
demais pois herdou tais caracteristicas de seus pais. Portanto, a maior
probabilidade é de que essas caracteristicas sejam transmitidas para as

préoximas geragdes por meio das sementes (SENA, 2008).

2.7. Marcadores Moleculares

A manipulacédo do acido desoxirribonucleico (DNA) por meio de técnicas
de biologia molecular, culminou no desenvolvimento de ferramentas
biotecnoldgicas, destacando os marcadores moleculares que surgiram na
década de 1980. Estes por sua vez, além de apresentar vantagens sobre os
marcadores morfolégicos, ainda fornecem um nimero praticamente ilimitado de
polimorfismos distribuidos aleatoriamente ao longo de todo o genoma
(GUIMARAES et al., 2009).

Desta forma, os marcadores moleculares s&o definidos como todo e
qualquer fendtipo molecular oriundo de um gene expresso ou de um segmento
especifico de DNA (corresponde a regides expressas ou nao do genoma)
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Os marcadores moleculares aplicados nos mais diversos estudos da
genética classica, possuem como principal finalidade o melhoramento genético

e a caracterizacdo genética de populagdes naturais, para obtencdo de
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estratégias de conservacédo e exploracdo racional (HOFFMANN; BARROSO,
2006; GONCALVES et al., 2014).

Sobre a utilizacdo dos marcadores moleculares no melhoramento
genético de plantas é encontrado um vasto acervo referencial teérico e pratico.
Sao utilizados em estudos de diversidade genética, melhoramento assistido,
mapeamento genético, fingerprinting, reconhecimento e isolamento de genes,
caracterizacdo e identificacdo de variacdes genéticas (BOREM; CAIXETA,
2009).

Para tais finalidades, atualmente, existe um grande numero de
marcadores moleculares que podem ser divididos em dois grandes grupos,
segundo a metodologia utilizada para identifica-los, sendo: marcadores
baseados na hibridagdo com sondas especificas e os marcadores baseados na
amplificagdo do DNA via reagao de polimerizagdo em cadeia “PCR” (Polymerase
Chain Reaction) (SILVA et al., 2012).

Podem ainda, ser divididos em marcadores dominantes (RAPD, AFLP,
ISSR e em alguns casos os marcadores SCARs) e marcadores codominantes
(RFLP, VNTR e SSR) (MARCELINO et al., 2007).

Os marcadores dominantes sdo aqueles que nao diferenciam o gendtipo
homozigoto “dominante” (AA) do heterozigoto (Aa), demonstrando em gel de
agarose uma banda representando um individuo com dois alelos dominantes ou
apenas um alelo (A-), enquanto o homozigoto “recessivo” € identificado pela
auséncia de banda. Por outro lado, os marcadores codominantes sdao aqueles
em que as duas ou mais formas podem ser discriminadas (MARCELINO et al.,
2007; CRUZ et al., 2011).

Devido as estas caracteristicas, os marcadores dominantes apresentam
certa desvantagem em relagdo aos marcadores codominantes, por serem menos
informativos, néo diferenciando gendtipos homozigotos dos heterozigotos. No
entanto, os marcadores codominantes sao desenvolvidos diretamente para a
espécie de interesse, com transferibilidade limitada, enquanto que os
marcadores dominantes apresentam natureza hipervariavel, vasto numero de
locos, alta transferibilidade e de baixo custo (KREMER et al., 2005).

32



2.7.1. Marcador Molecular Inter Simple Sequence Repeat — ISSR

Desenvolvidos por varios grupos de pesquisa independentes como Meyer
et al. (1993), Gupta et al. (1994) e Zietkiewicz, Rafalsky e Labuda (1994), a
técnica de marcadores ISSR envolve a amplificacdo de DNA por PCR, sendo
constituidos de um unico primer, produzidos com base nas sequéncias repetidas
dos microssatélites na extremidade 5' e 3'. Assim como o proprio nome diz, os
marcadores ISSR anelam-se dentro das repeticdes e amplificam as regides
gendmicas entre os microssatélites (GUIMARAES et al., 2009).

O iniciador que constitui o marcador ISSR possui de 16 a 25 pares de
bases que por meio da técnica de PCR amplifica regides que variam de 100 a
3000 pares de bases. As repeticdes microssateélites utilizadas como iniciadores
podem ser di-nucleotidica, tri-nucleotidica, tetra-nucleotidica ou penta
nucleotidica (IDREES; IRSHAD, 2014).

Os marcadores ISSR possuem carater dominante, nao necessitando de
informacdo prévia da sequéncia de DNA, analisando um grande numero de
locos, com alta taxa de transferibilidade e baixo custo de desenvolvimento (NG;
TAN, 2015).

Sao considerados altamente informativos, sendo utilizados com bastante
sucesso em estudos geneéticos de espécies vegetais, determinacdo da
variabilidade e diversidade genética, filogenia, mapeamento genémico e em
estudos de biologia evolutiva (REDDY et al., 2002).

Sobre estudos de variabilidade e diversidade genética em espécies
vegetais, sdo encontradas varias publicagdes, destacando espécies arbodreas
como Dimorphandra wilsonii € Dimorphandra mollis (SOUZA; LOVATO, 2010),
Prosopis cineraria (SHARMA et al., 2011), Schinus terebinthifolius (ALVARES-
CARVALHO et al., 2014) e Eremanthus erythropappus (PADUA; BRANDAO;
CARVALHO, 2016). Estudos sobre a taxonomia de géneros também sao
encontrados, como realizado para a género Leitneria (Simaroubaceae)
(SCHRADER; GRAVES, 2011).

A utilizagado dos marcadores ISSR também exerce vantagem sobre outros
marcadores moleculares, superando os problemas do elevado custo do AFLP,
baixa reprodutibilidade do RAPD e a limitacdo dos SSRs por serem especificos
a espécie destinada (IDREES; IRSHAD, 2014).
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3.

OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Caracterizar a diversidade genética em uma populagao de Schizolobium

amazonicum estabelecida em uma area de floresta plantada, na regido sul do

estado do Espirito Santo.

3.2. Objetivos Especificos

Caracterizar os dados dendrométricos do plantio de parica;

Avaliar a eficiéncia de amplificacdo, com amostras de DNA de S.
amazonicum para 43 marcadores moleculares Inter Simple Sequence
Repeats - ISSR;

Avaliar a magnitude e distribuicdo da variabilidade genética entre os
individuos demarcados utilizando marcadores moleculares ISSR pré-

selecionados;

Avaliar o potencial da populacao para ser utilizada em um futuro préoximo
como pomar de sementes para producdo de mudas com maior
variabilidade genética, podendo ser utilizados em trabalhos de

melhoramento.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Area de Estudo

A area de estudo se localiza no Instituto Federal de Educacgao Ciéncia e
Tecnologia do Espirito Santo, Campus de Alegre, ES (IFES, Campus Alegre), na
rodovia ES 482, km 47, distrito de Rive, Alegre, ES. Encontra-se entre as
coordenadas 20°46'23.3 de latitude Sul e 41°27'25.9 de longitude Oeste, com
altitude média de 152 m (Figura 5). Este estudo esta inserido no projeto
Caracterizagado genética, crescimento e sequestro de carbono em plantios de
especies florestais n&o tradicionais no sul do ES - Edital FAPES N° 11/2013 PPE
- Pesquisa em Agropecuaria no Estado do Espirito Santo.

243500 244000 245000
5 o~

Mapa de localizagéo da area de estudo
Escala 1:12.000

Sistema de Coordenadas
WGS 1984 UTM
Zona 24k

!

Legenda
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245000 245500

Figura 5. Localizagdo da area de estudo onde foi instalado o experimento.
Fonte: O autor.

4.1.1. Clima

Baseado na classificagdo de Képpen, o clima do municipio de Alegre se
enquadra no tipo Cfa (subtropical, com verdo quente), com temperatura média

anual de 20 °C e precipitagdo anual em torno de 1.200 mm (ALVARES et al.,
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2013). Esse tipo climatico é conhecido por apresentar temperatura média no més
mais frio abaixo de 18 °C e superior a 22 °C no més mais quente (BLUM;
RODERJAN; GALVAO, 2011).

Porém, a area de estudo pode sofrer variagdes quanto ao clima pois esta
localizada a poucos quildmetros do municipio vizinho Jerébnimo Monteiro que
possui segundo Alvares et al. (2013) o tipo climatico Aw (tropical, com inverno
seco), com temperatura média anual de 22 °C e precipitagdo anual em torno de
1.200mm. Segundo Soares e Batista (2004) esse tipo de clima apresenta no més

mais frio temperatura superior a 18 °C.

4.1.2. Solo

Em 1984 foi realizado pelo IFES/Alegre uma analise do solo na area de
estudo em escala 1:15.000 (arquivo do IFES/Alegre, dados n&o publicados), que
segundo a nova nomenclatura dada pela EMBRAPA (2013) é classificado como
Argissolo Vermelho Amarelo Eutroéfico.

Analises quimicas e fisicas realizadas no més de setembro de 2010 (nove
meses antes do plantio) comprovam que o solo onde esta o plantio de estudo
apresenta classificagdo como eutrofico e textura argilosa, possuindo o indice de
saturacgao por bases (V) superior a 70% e teor de argila superior a 30% nas duas
camadas de solo (Tabela 4).

As analises de solo foram realizadas de acordo com os procedimentos
descritos pela EMBRAPA (1997). Para isto, utilizou-se o Laboratério de Recursos
Hidricos e Solos do Departamento de Ciéncias Florestais e da Madeira —
DCMF/CCA da Universidade Federal do Espirito Santo, em Jerébnimo Monteiro,
ES, exceto para a andlise de densidade do solo (Ds), que foram realizadas pelo
Laboratério de Solos do Instituto Federal do Espirito Santo — IFES, Campus de
Alegre — ES.
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Tabela 4. Analise quimica e fisica das amostras de solo coletadas na area de estudo em setembro
de 2010 para realizagéo do plantio, nas profundidades de 0 — 20 cm e 20 — 40 cm

Profundidade (cm)

Atributos Quimicos Unidade
0-20 20 - 40
H20 pH 6,1 6,1
S 3,8 4
P-rem 0,3 04
P mg dm-3 2,7 2,6
K 95,4 72,1
Na 3,5 2,8
Ca 3,4 3,3
Mg 1,5 1,3
Al cmolc dm-2 0.0 0.0
H+Al 2,7 1,7
C 1 11,4 7,7
MO gk 19,6 13,3
CTC(t) 5,2 4,8
CTC(T) cmolc dm- 7,8 6,5
SB 5,1 4,8
\Y 65,6 73,2
m % 0,1 0,0
ISNa 0,2 0,2
Fe 78,2 334
Cu 1,7 1,5
Zn mg dm-3 71 4,1
Mn 137,2 60,9
B 0,1 0,1
Atributos Fisicos Unidade Profundidade (cm)
0-20 20-40
Argila 30,74 42,39
Silte g kg? 8,91 7,97
Areia 60,33 49,62
Ds gcm 1,54 1,54

Fonte: Pavesi (2010) adaptado pelo Autor (dados ndo publicados).

4.2. Caracterizagao do Plantio de Schizolobium amazonicum

O plantio foi realizado em junho de 2011 e estabelecido em um

delineamento experimental com blocos casualizados, sendo constituido por 3

blocos e 5 tratamentos, ou seja, cinco espagamentos (3x2 m, 3x3 m, 3x4 m, 4x4

m e 5x5 m). Cada unidade experimental possui uma area de 1500 m?

correspondendo a uma area total de 2,25 ha plantados com S. amazonicum,

utilizado neste estudo.
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As sementes foram adquiridas de arvores matrizes localizadas em Dom
Elizeu — PA, ndo havendo informacdes sobre a quantidade de matrizes utilizadas
nas coletas das sementes e a base genética das mesmas.

As mudas foram produzidas e doadas pela Reserva Natural Vale,
Linhares, ES (Instituto Ambiental Vale do Rio Doce), plantadas em covas com
dimensdes de 30 cm de comprimento x 30 cm de largura x 30 cm de
profundidade.

Em relagdo a adubagéao do plantio, foi utilizado 220 g por cova de NPK 6-
30-6 mais micronutrientes (0,2% de boro; 0,2% cobalto; 0,2% zinco; 5% calcario).
Também foram realizadas atividades de controle de formigas e plantas invasoras
com uso de inseticida e herbicida na fase de pré-plantio, durante a fase do plantio
e pos-plantio. Em 2012, grande parte do plantio possuia cerca de 3 m de altura,
passando a possuir em fevereiro de 2015 arvores com até 21 m de altura (Figura
6).

Figura 6. Comparacéao entre a idade do plantio: A) Arvores com aproximadamente 3 m de altura
apo6s 1 ano de plantio e B) Arvores possuindo entre 10 m a 21 m de altura apds 4 anos.
Fonte: O autor.
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4.3. Inventario Florestal

Com intuito em obter arvores matrizes, foi realizado o inventario da area
total em fevereiro de 2015, vindo a servir como parametro para a selegédo das
mesmas. Para isto, foram coletadas informacdes sobre o DAP (didmetro a altura
do peito, medido a 1,30 m do solo), utilizando uma fita métrica com comprimento
de 1,50 m e subdivisdo de 0,01 m da escala. Para esta variavel foram incluidos
todos os individuos com circunferéncia a altura do peito (CAP) = 10 cm presentes
no interior das unidades experimentais.

Para o processamento dos dados do inventario, foi utilizado o modelo de
conversao de acordo com Soares, Paula Neto e Souza (2011), onde os valores
de circunferéncia de cada arvore sao transformados em diametro a 1,30 m do

solo (DAP) pela seguinte expressao:
(Eq. 1)

Em que:

DAP = didmetro a 1,30 m do solo, em cm;

CAP = Circunferéncia a 1,30 m do solo, em cm e;
T = constante (3,1416).

Ja a mediacao da altura total (Ht) foi realizada por meio do hipsémetro
“Suunto” que utiliza a distancia entre o observador e a arvore, e duas leituras no
instrumento, uma na base da arvore e outra no topo.

Para obtencao dos dados desta caracteristica foram medidas 375 arvores
escolhidas de forma aleatéria (75 arvores por espagamento, pois para esta
caracteristica ndo foi possivel visualizar diferencas entre os espacamentos
iguais), afim de determinar por estimativa as alturas das demais arvores
presentes no plantio.

A estimativa foi realizada por regressao utilizando as equacgoes
hipsométricas de acordo com Soares, Paula Neto e Souza (2011), que utiliza os
dados de didametro (DAP) juntamente com os valores de altura total (Ht)

coletados. Além disto, foi verificado o ajustamento segundo os parametros do
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coeficiente de determinagéo ajustado (R? ajust), erro padrao da estimativa

absoluto (Syx) e em porcentagem (Syx%), utilizando as seguintes equacoes:

Modelos Equacdes Hipsométricas

Parabdlico ou Naslund H = B0 + B1DAP + B2DAP? + ¢ (Eq. 2)
Logistico Linearizado H=p0/1+EXP (B1-DAP/B2) + ¢ (Eq. 3)
Em que:

B’s = coeficientes dos modelos;
H = altura total da arvore (m);
DAP = didmetro a 1,30 m do solo, em cm;

Ln = Logaritmo neperiano.

4.4. Selecao e Obtencao do Material para Caracterizagcao Genética

Os dados do inventario florestal foram tabulados e organizados, sendo
calculados os valores médios para as variaveis DAP e Ht para todos os 5
tratamentos (espacamentos 3x2 m, 3x3 m, 3x4 m, 4x4 m e 5x5 m) repetidos nos
3 blocos. Esta informacédo permite prever quais tratamentos possuem maior
numero de individuos com caracteristicas superiores, uma vez que o objetivo
seria obter arvores com maior crescimento.

Porém, para se ter maior confiabilidade sobre os dados foi realizada a
andlise de variancia (ANOVA) com uso do software estatistico R (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2013), aplicando o Teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade, permitindo a comparagao entre os blocos e tratamentos.
Assim foram feitas todas as combinagbes possiveis para avaliar qual(is)
tratamento(s) deveria(m) ser isolado(s).

O uso dos valores médios das variaveis e o método de analise de
variancia, deve-se ao desbalanceamento experimental em termos do numero
desigual de arvores por tratamento, pois representam diferentes espagamentos.

Apbs o processo de escolha dos tratamentos a serem utilizados, foram

realizadas novas expedi¢gdes a campo em agosto de 2015 (periodo onde o
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plantio possuia quatro anos de idade) para a selegao das arvores adotando as
meédias das variaveis DAP e Ht como critério de selegao.

Além disto, todas as arvores selecionadas foram avaliadas quanto a forma
do fuste, condigao fitossanitaria, vigor, disposi¢gao na paisagem e condicédo de
luminosidade. Esta avaliacdo e a caracterizagdo dendrométrica permitira a
formacao de um banco de dados sobre as arvores matrizes, auxiliando o futuro
estabelecimento do pomar de sementes.

As arvores foram numeradas com tinta spray vermelha evitando qualquer
dano ao fuste e georreferenciadas com uso do GPS (Garmin GPSMAP 62sc
portatil). As coordenadas obtidas foram trabalhadas no software Track Maker e
exportados em formato compativel ao programa ArcMap 10.1 para confecg¢ao do
mapa (Figura 7).

A selecdo dos individuos levou em conta a distribuicdo populacional,
possuindo no minimo 12 m de disténcia entre uma arvore e outra, abrangendo

toda a area do plantio.
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Figura 7. Disposi¢do das arvores matrizes selecionadas na area de estudo em agosto de 2015
por meio das variaveis DAP e Ht.
Fonte: O autor.
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Em um segundo momento, foram coletadas amostras foliares (folhas) de
todas as arvores selecionadas com uso de podao ou estilingue para retirada de
pequenas porgdes que subsidiaram todo o processo de analise molecular do

plantio. As folhas deveriam ser jovens e estar em bom aspecto fitossanitario.

4.5. Extracao de DNA

As folhas foram coletas e armazenadas no campo em sacos de papel
contendo silica para minimizar o processo de oxidagao, que pode iniciar logo
apos a coleta. Em seguida, foram levadas no menor espago de tempo possivel
ao Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular do Centro de Ciéncias
Agrarias e Engenharias da Universidade Federal do Espirito Santo.

As amostras foram transferidas para sacos de aluminio e armazenadas
em freezer -30 °C por no minimo 24 horas afim de prepara-las para a liofilizagao
(Liofilizador L108 da Liobras). Este processo consiste na desidratagdo do
produto congelado, eliminando a agua por sublimacao (passagem direta do
estado sélido para o gasoso), por meio de um controle a vacuo, possibilitando a
preservacao de todas as propriedades da amostra, impedindo a oxidagao. Apds
liofilizadas, as amostras foram ensacadas com silica e armazenadas em caixas
vedadas.

O DNA foi obtido por meio do protocolo de Doyle e Doyle (1990) com
modificagdes propostas pelo Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), adequado
para espécies vegetais com altas concentragdes de polissacarideos.

Cerca de 300 mg de tecido liofilizado por amostra foi triturado em almofariz
com pistilo de porcelana e armazenado em microtubos de 2 mL, sendo adotado
como etapa inicial segundo o protocolo modificado, a adigdo de 700 uL de
tampao de extragao (2% CTAB; 1,4 mM NaCl; 20 mM EDTA pH 8,0; 100 mM Tris-
HCI pH 8,0; 1% PVP; 0,2% B-mercaptoetanol) e incubagéo a 65 °C por 30
minutos.

ApoOs a retirada do banho-maria adicionou-se novamente 650uL de
Cloroférmio-Alcool Isoamilico (24:1) e as amostras foram homogeneizadas
manualmente por 10 minutos, em seguida, centrifugou-se a 12000 rpm
(centrifuga Pico 21 da Thermo Scientific, raio de 7,5 cm) por 10 minutos.

A fase aquosa formada na centrifugacao foi retirada e transferida para um
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novo microtubo de 2 mL, adicionou-se 200 uL de tampao de extragao juntamente
com 650 pL de Cloroférmio-Alcool Isoamilico (CIA), foram homogeneizadas e
logo em seguida centrifugou-se a 12000 rpm por 10 minutos. A fase aquosa foi
novamente transferida, porém, para um microtubo de 1,5 mL onde foi adicionado
650 pL de CIA e centrifugou-se a 12000 rpm por 10 minutos.

Ao final dessa etapa, a fase aquosa foi transferida para outro microtubo
de 1,5 mL, adicionou-se 1 volume de isopropanol gelado, 230 pL de acetato de
amoénio e centrifugou-se a 12000 rpm por mais 10 minutos para precipitar o DNA.
O precipitado gerado foi lavado 3 vezes com 250 pL de etanol 70% e posto para
secar. Posteriormente, o DNA foi ressuspendido em 50 uL de TE + RNAse e
colocado em banho-maria a 37 °C por 30 minutos.

ApOs as extragdes, a quantificacdo foi realizada com uso do
espectrofotdbmetro Nanodrop (Thermo Scientifc 2000C), afim de, determinar a
concentracao e a pureza das amostras. O parametro adotado para definicdo da
pureza das amostras de DNA foi a relagao Azso/ A2so, considerado ideal quando
dentro do intervalo de 1,8 a 2,0. Razao inferior a 1,8 indica contaminagao por
proteinas e uma razao com valor superior a 2,0 indica contaminagdo com
cloroférmio ou fenol (BARBOSA, 1998).

As amostras que ndo se mostraram eficientes quanto aos parametros
citados acima tiveram o processo repetido até a obtengao de DNA de qualidade.
Os microtubos contendo o DNA total foram armazenados em freezer -30 °C,
salvo a retirada de aliquotas na concentragédo de 10 ng uL" para manipulagao

habitual, estocadas em freezer -20 °C.
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4.6. Amplificagoes ISSR

Incialmente, 43 primers ISSR foram utilizados em testes (Tabela 5) para

selecdo dos mais informativos. Para a realizacdo dos testes foram utilizadas

amostras de DNA de cinco individuos.

Tabela 5. Primers ISSR produzidos pela University of British Columbia e suas respectivas
sequéncias testados em amostras de DNA de cinco individuos da espécie S. amazonicum

(Continua)
Primers Sequéncias (5°-3’)
UBC 802 ATA TAT ATA TAT ATA TG
UBC 807 AGA GAG AGA GAG AGA GT
UBC 808 AGA GAG AGA GAG AGA GC
UBC 809 AGA GAG AGA GAG AGA GG
UBC 810 GAG AGA GAG AGA GAG AT
UBC 811 GAG AGA GAG AGA GAG AC
UBC 812 GAG AGA GAG AGA GAG AA
UBC 813 CTCTCTCTCTCT CTCTT
UBC 814 CTCTCTCTCTCT CTC TA
UBC 815 CTC TCT CTC TCT CTC TG
UBC 816 CAC ACA CAC ACA CAC AT
UBC 818 CAC ACA CAC ACA CAC AG
UBC 822 TCT CTC TCT CTC TCT CA
UBC 824 TCT CTC TCT CTC TCT CG
UBC 825 ACA CAC ACA CAC ACACT
UBC 827 ACA CAC ACA CAC ACACG
UBC 829 TGT GTG TGT GTG TGT GC
UBC 833 ATA TAT ATA TAT ATATYG
UBC 834 AGA GAG AGA GAG AGA GYT
UBC 836 AGA GAG AGA GAG AGA GYA
UBC 840 GAG AGA GAG AGA GAG AYT
UBC 842 GAG AGA GAG AGA GAG AYG
UBC 849 GTG TGT GTGTGT GTGTYATCCA

* A =Adenina; T = Timina; C = Citosina; G = Guanina; H=(A, Tou C); R=(Aou G); V= (A, Cou

G)eY=(CouT).
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Tabela 5. Primers ISSR da University of British Columbia e suas respectivas sequéncias testadas
em amostras de DNA de cinco individuos da espécie S. amazonicum
(Conclusao)

Primers Sequéncias (5’-3’)

UBC 852 TCT CTC TCT CTC TCT CRA
UBC 855 ACA CAC ACA CAC ACA CYT
UBC 856 ACA CAC ACA CAC ACA CYA
UBC 861 ACC ACC ACC ACC ACC ACC
UBC 862 AGC AGC AGC AGC AGC AGC
UBC 864 ATG ATG ATG ATG ATG ATG
UBC 865 CCG CCG CcCG cea ces eea
UBC 866 CTC CTC CTC CTC CTC CTC
UBC 867 GGC GGC GGC GGC GGC GGC
UBC 868 GAA GAA GAA GAA GAA GAA
UBC 870 TGC TGC TGC TGC TGC TGC
UBC 874 CCCTCCCTCCCTCCCT
UBC 876 GAT AGA TAG ACAGAC A
UBC 877 TGC ATG CAT GCATGC A
UBC 878 GGATGG ATG GAT GGA T
UBC 880 GGA GAG GAG AGG AGA
UBC 884 HBH AGA GAG AGA GAG AG
UBC 886 VDV CTC TCT CTC TCT CT
UBC 887 DVD TCT CTC TCT CTC TC
UBC 891 HVH TGT GTG TGT GTG TG

* A=Adenina; T = Timina; C = Citosina; G = Guanina; H=(A, Tou C); R=(Aou G); V= (A, Cou
G)eY=(CouT).

As reagdes de amplificacdo foram realizadas em placas para reagdes de
polimerase em cadeia (PCR), para um volume final de 20 pL, contendo: tamp&o
1X (10 mM de Tris-HCI pH 8,5 e 50 mM de KCl), 2,5 mM de MgClz, 0,25 mM de
cada dNTP, 0,2 uM de primer, 1 unidade de Taq DNA polimerase e cerca de 50ng
de DNA genbmico. As amplificagdes foram realizadas em termociclador Applied
Biosystems, com etapas de desnaturagdo a 94 °C, por 5 min, seguida de 35
ciclos de 94 °C, por 45 s, anelamento de 52 °C, por45s, e 72 °C, por 90 s, com
extenséo final de 72 °C, por 7 minutos.

Os produtos da amplificacdo foram separados por meio de eletroforese
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em gel de agarose a uma concentragdo de 2%, com tampé&o TBE 1X (10,8 g/L
Tris-base; 5,5 g/L Acido Bérico; 0,83 g/L EDTA e agua miliq) numa voltagem de
100 Volts, por aproximadamente 5 horas.

Apos a separacao dos fragmentos, os géis foram submergidos em um
banho contendo solugdo de brometo de etidio (0,50 ug/mL) durante 40 min, em
seguida foram fotografados sob luz UV em fotodocumentador (ChemiDoc MP
Imaging System — Bio Rad), permitindo a distin¢gdo entre presenga e auséncia de
bandas, além do tamanho dos fragmentos com auxilio do marcador de peso

molecular Ladder 100bp.

4.7. Analises Estatisticas

A partir dos géis fotodocumentados foi realizada uma analise visual que
permitiu observar os padrbes de bandas gerados em cada primer. Bandas que
ocuparam a mesma posi¢cao para os 171 individuos selecionados indicaram
amplificagdo do mesmo fragmento de DNA, portanto, foram consideradas
monomorficas para o loco evidenciado, porém, as bandas que ocuparam
posicdes distintas foram consideradas polimérficas.

A leitura das informacdes contidas nos géis possibilitou a geragao de uma
matriz binaria, onde para presenca de banda atribui-se valor igual a 1 e para
auséncia 0, sendo consideradas apenas bandas evidentes. Para dados perdidos
foi atribuido diferentes valores e simbolos necessarios para cada programa
estatistico. Posteriormente, foi realizada uma analise descritiva dos dados,
envolvendo numero total de bandas (NTB), numero de bandas polimérficas
(NBP), porcentagem de bandas polimérficas (PBP) por primer e a faixa de
variagao de tamanho dos locos em pares de bases (TPB).

Os valores do conteudo de informacéao polimoérfica (PIC) para cada loco

de ISSR foram calculados conforme o proposto por Roldan-Ruiz et al. (2000):

(Eq. 4)
PICi=2fi (1 - fi)

Em que:

PICi = O conteudo de informacéao polimérfica do marcador i;
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fi =Afrequéncia dos fragmentos presentes na amostra;

1 - fi= Afrequéncia dos fragmentos ausentes.

A matriz binaria foi submetida a analises estatisticas, com aplicacoes a
nivel intrapopulacional. Deste modo, para determinar o numero 6timo de locos
polimorficos necessarios para a caracterizagdo da diversidade genética neste
estudo, foi realizada a analise de bootstrap utilizando-se o software GENES
(CRUZ, 2013). Foram realizadas simulagdes para cada par de individuos por
meio das estimativas de correlagéo (r) entre os valores da matriz de similaridade
original e a matriz simulada com diferentes numeros de fragmentos. O valor de
estresse (E), que indica o ajuste entre as matrizes também foi calculado.

Foram estimados os coeficientes de similaridade entre os gendtipos com
base na complementariedade do coeficiente de Jaccard (JACCARD, 1901),
representando a razdo entre o numero de coincidéncias e o numero total de

bandas, excluindo a coincidéncia negativa (d), sendo:

(Eq. 5)
_ a
- a+b+c

Si

Em que:

a = Numero de coincidéncias do tipo 1 — 1 para cada par de individuos;
b = Numero de discordancias do tipo 1 — 0 para cada par de individuos;
¢ = Numero de discordancias do tipo 0 — 1 para cada par de individuos;

d = Numero de coincidéncias do tipo 0 — 0 para cada par de individuos.

A dissimilaridade entre os individuos par a par por sua vez, € gerada a
partir da similaridade, sendo D =1 — S. Assim, os valores da dissimilaridade entre
os individuos foram utilizados na analise de agrupamento, por meio do método
de agrupamento de médias aritméticas nao ponderadas (UPGMA).

Para o método UPGMA torna-se necessario o calculo do ponto de corte
estimado pelo método de Mojema (1997), cuja a formula é descrita como Pc =
m + kdp, sendo m = a média dos valores de distancia dos niveis de fuséo

correspondentes aos estagios; k = 2,0; dp = desvio padrdo, que determinara a
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semelhancga e divergéncia molecular entre os individuos, além da formacéao de
grupos geneticamente distintos.

Foi calculado também o coeficiente de correlagédo cofenética (CCC) entre
a matriz de dissimilaridade genética e a matriz dos valores cofenéticos a fim de
verificar a consisténcia do agrupamento. Todas estas analises foram realizadas
utilizando o programa GENES (CRUZ, 2013).

Outro parametro utilizado na inferéncia do numero de grupos (K), nos
quais os gendtipos encontram-se estruturados, foi a partir da abordagem
bayesiana utilizando o programa STRUCTURE 2.3 (PRITCHARD et al., 2000).
Foram realizadas 20 corridas para cada valor de K, onde o numero de grupos
estabelecidos (K) foi de K =1 a K =4, com 200.000 interagdes de Monte Carlo,
via Cadeias de Markov (MCMC) com um descarte inicial (burn-in) de 10.000
interagdes. O numero de grupos genéticos foi estimado pelo método ad hoc AK
proposto por Evanno; Regnaut e Goudet (2005) usando o software STRUCTURE
HARVESTER (EARL; VONHOLDT, 2012).

Os parametros de diversidade genética, tais como numero de alelos
observados (Na), numero de alelos efetivos (Ne), diversidade genética de Nei
(H’) (NEI, 1978) e indice de Shannon (I) (SHANNON; WIEVER, 1949), que
classificam a diversidade genética contida na populagdo foram calculados
utilizando o programa POPGENE (YEH et al., 1997).
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5. RESULTADOS

5.1. Selegao das arvores para realizagao das analises moleculares

Utilizando os dados dendrométricos do inventario florestal foram
calculados os valores médios para as variaveis DAP e Ht em cada unidade
experimental (Tabela 6). Estes valores subsidiaram a analise de variancia
(ANOVA), comparando os blocos e tratamentos entre si, para a escolha dos

tratamentos a serem utilizados na selecao das arvores.

Tabela 6. Valores médios das variaveis DAP e Ht coletadas na area de estudo com S.
amazonicum em fevereiro de 2015 para os 5 tratamentos, distribuidos em 3 blocos

Tratamento

(Espacamento) Blocos DAP (cm) Ht (m)
1 (3m x 2m) 1 10,92 9,70
1 (3m x 2m) 2 9,51 9,15
1 (3m x 2m) 3 12,84 12,44
2 (3m x 3m) 1 11,39 9,61
2 (3m x 3m) 2 9,91 8,99
2 (3m x 3m) 3 11,27 11,64
3 (3m x 4m) 1 12,48 11,96
3 (3m x 4m) 2 13,25 12,79
3 (3m x 4m) 3 14,52 11,92
4 (4m x 4m) 1 18,19 12,71
4 (4m x 4m) 2 16,75 11,90
4 (4m x 4m) 3 14,34 12,29
5 (5m x 5m) 1 18,24 11,57
5 (5m x 5m) 2 17,37 11,62
5 (5m x 5m) 3 15,19 11,55

DAP: Didmetro a altura do peito, medido a 1,30 m do solo; Ht: Altura total.

A ANOVA realizada ao nivel de 5% de probabilidade revelou que os blocos
nao exerceram efeito em nenhuma das variaveis em estudo. Entretanto, revelou
que os tratamentos exerceram efeito para a variavel DAP, significativo ao nivel
de 1% de probabilidade. Logo, foi aplicado o teste de Tukey, também a 5% de
probabilidade, para detectar a semelhanca estatistica entre blocos e
tratamentos. Os resultados, bem como outras estatisticas descritivas, estao

apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7. Analise de variancia e Teste de Tukey para as variaveis DAP e Ht, coletadas na area
de estudo com S. amazonicum em fevereiro de 2015 para os 5 tratamentos, distribuidos em 3
blocos

Bloco DAP (cm) Ht (m) Tratamento DAP (cm) Ht (m)
1 14,24 a 11,11 a 1 11,09 b 10,43 a
2 13,35a 9,63 a 2 10,85 b 10,08 a
3 13,63 a 11,96 a 3 13,41 ab 12,22 a
4 16,42 a 12,30 a
5 16,93 a 11,58 a
Fcal. 0.4178 ns 3.2761 ns Fcal. 10.1172 ** 1.3502 ns
Pr>Fc 0.66959 0.242097 Pr>Fc 0.00323 0.071493
Média 13,74 10,86 Média 13,74 10,87
CV(%) 11,36 14,04

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. DAP: didmetro a 1,30 m do solo; Ht: altura total;
CV(%): coeficiente de variagao, em porcentagem; ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade;
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ns: nao significativo.

Considerando os resultados obtidos pelas analises estatisticas e o teste
de Tukey, os tratamentos escolhidos foram os que apresentaram maiores valores
para as variaveis avaliadas e que possuiram a mesma classificagao estatistica.
Portanto, foram utilizados para a selegcao das arvores os tratamentos T3, T4 e
T5, representando os espagamentos 3x4 m, 4x4 m e 5x5 m respectivamente,
que possuem valores médios de 15,59 cm de DAP e 12,03 m de Ht (Tabela 6),
onde foram selecionadas 57 arvores por tratamento, totalizando 171 arvores
(Apéndice A).

5.2. Selegao dos primers ISSR

A metodologia aplicada mostrou-se eficiente para grande parte dos
iniciadores, porém, dos 43 primers utilizados nos testes, 11 foram selecionados
por possuir numero consideravel de fragmentos, além de serem nitidos e bem
definidos (Tabela 8; Figura 8), proporcionando um total de 136 bandas. A
quantidade de bandas por primer variou de 5 (UBC 811, UBC 813, UBC 822 e
UBC 855) a 13 bandas (UBC 868), com média de 7,18. Das 136 bandas obtidas,
79 foram polimorficas, resultando em 58% de polimorfismo.

O valor médio do conteudo de informagao polimorfica (PIC) foi de 0,37,
variando entre 0,46 (UBC 813 e UBC 822) a 0,24 (UBC 855).
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Tabela 8. Primers ISSR selecionados para Schizolobium amazonicum incluindo numero total de
bandas (NTB), numero de bandas polimérficas (NBP), porcentagem de bandas polimérficas
(PBP) por primer, faixa de variagao de tamanho dos locos em pares de bases (TPB) e conteudo
da informacgao de polimorfismo (PIC)

Primer NTB NBP PBP(%) TPB (max-min.) PIC
UBC 810 16 8 50,0 1090-410 0,34
UBC 811 10 5 50,0 1130-500 0,38
UBC 813 9 5 55,5 1150-700 0,46
UBC 814 13 9 69,2 1170-500 0,38
UBC 815 15 10 66,6 1190-570 0,33
UBC 822 8 5 62,5 1160-740 0,46
UBC 836 9 6 66,6 1110-375 0,44
UBC 842 12 6 50,0 1080-490 0,40
UBC 855 10 5 50,0 1130-680 0,24
UBC 868 20 13 65,0 1175-440 0,37
UBC 891 14 7 50,0 1080-500 0,33

TOTAL 136 79 58% - 0,37
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Figura 8. Perfil eletroforético demonstrado em gel de agarose a 2% produzidos pelo primer UBC 868 em individuos (54 - 83) de S. amazonicum. M — Marcador
de peso molecular (Ladder 100pb).




O numero 6timo de locos ISSR na caracterizacdo da populagdo, que
estima confiavelmente a diversidade genética para este estudo foi de 69 locos.
A correlacao (r) encontrada para o valor 6timo de locos foi de 0,962 (maximo =
1) e o valor de estresse (E) de 0,470 (Figura 9).
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Figura 9. Estimativas das correlagbes entre as similaridades genéticas obtidas pela analise de
bootstrap e o numero 6timo de fragmentos polimérficos obtidos para a populacdo de
Schizolobium amazonicum.

5.3. Estrutura e Diversidade Genética

A matriz de dissimilaridade obtida para os 171 individuos por meio da
complementaridade do coeficiente de Jaccard baseado nos marcadores ISSR,
resultou em 29.241 indices de dissimilaridade, com uma média de 0,52, dos
quais sao apresentados os 30 valores de maior e menor dissimilaridade (Tabela
9). O par 18 x 64 obteve o maior valor de distancia genética sendo igual a 0,8,
enquanto que o par 110 x 122 foi o menor, com valor igual a 0,0454.

Os individuos com menor distancia pertencem ao mesmo agrupamento e

aqueles com maior distancia pertencem a agrupamentos diferentes.
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Tabela 9. Pares de gendtipos que possuem valores extremos em maior e menor dissimilaridade
(d) baseado na complementariedade do coeficiente de Jaccard, calculados a partir de 79

marcadores ISSR em 171 individuos de Schizolobium amazonicum

Maior distancia

Menor distancia

Ordem
Individuos  Agrupamentos d Individuos  Agrupamentos d
1 18 x 64 AxB 0.8000 110 x 122 AxXA 0.0454
2 18 x 86 AxB 0.7857 63 x 110 AxA 0.0888
3 19 x 100 AxB 0.7857 63 x 122 AxA 0.1304
4 12x 76 AxB 0.7846 152 x 153 AxXA 0.2500
5 19 x 145 AxB 0.7666 101 x 157 AxXA 0.2549
6 10 x 100 AxB 0.7636 32 x98 AXA 0.2592
7 12 x 161 AxB 0.7627 50 x 54 AxXA 0.2692
8 18 x 62 AxB 0.7627 127 x 132 AxXA 0.2708
9 18 x 136 AxB 0.7592 69 x 113 AXA 0.2750
10 76 x 169 AxB 0.7555 4x8 BxB 0.2766
11 12x 31 AxB 0.7541 90 x 157 AxXA 0.2826
12 18 x 32 AxB 0.7538 98 x 131 AXA 0.2830
13 4 x33 AxB 0.7500 123 x 131 AXA 0.2830
14 9x161 AxB 0.7500 2X6 BxB 0.2857
15 12 x 100 AxB 0.7500 160 x 166 AxXA 0.2884
16 16 x 104 AxB 0.7500 97 x 133 AXA 0.2888
17 18x41 AxB 0.7500 145 x 157 AXA 0.2888
18 18 x 76 AxB 0.7500 21x 23 AxXA 0.2909
19 19 x 159 AxB 0.7500 3x89 AXA 0.2916
20 143 x 149 AxB 0.7500 55 x 57 AXA 0.2916
21 4x76 AxB 0.7460 21x48 AxXA 0.2926
22 1x76 AxB 0.7457 113 x 129 AxXA 0.2941
23 4 x 100 AxB 0.7454 48 x 58 AXA 0.2973
24 12 x 150 AxB 0.7424 153 x 163 AxA 0.2982
25 4 x 37 AxB 0.7419 24 x 48 AxA 0.3000
26 41 x 149 AxB 0.7419 57 x 121 AXA 0.3023
27 18 x 118 AxB 0.7413 2 x 150 AXA 0.3035
28 18 x 123 AxB 0.7413 26 x 27 AxA 0.3035
29 76 x 149 AxB 0.7413 50 x 130 AxA 0.3035
30 9 x 162 AXxB 0.7407 131 x 153 AXA 0.3035
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A partir da dissimilaridade entre os individuos foi gerado o agrupamento
por UPGMA que revelou dois grupos (Figura 10). Utilizando o método de Mojema
(1977), pbde-se chegar ao ponto de corte recomendado de 92,24%. Assim, foi
discriminado um grupo com a maioria dos individuos (153 gendtipos) e o
segundo com a minoria (18 gendtipos).

O coeficiente de correlagao cofenética (CCC), que segundo Sokal e Rohfl
(1962) é a correlagao entre as medidas de dissimilaridade e as medidas graficas
formadas a partir da dendrograma, foi de 68%.

A abordagem bayesiana utilizada pelo programa STRUCTURE realizou a
particdo da variacdo genética da populacdo e de acordo com o método AK
descrito por Evanno, Regnaut e Goudet (2005), o numero mais provavel de K
agrupamentos foi definido como dois (K = 2) (Figura 11).

Para os parametros de diversidade genética, o numero médio de alelos
observados (Na) foi igual a 2,00 e o numero de alelos efetivos (Ne) foi igual a
1,657 (£ 0,286). A diversidade genética de Nei (H’) e o indice de Shannon (l),
assumindo que a populagao estava em Equilibrio de Hardy-Weinberg obtiveram
os valores de 0,375 (£ 0,123) e 0,554 (+ 0,146) respectivamente.
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Figura 10. Dendrograma representativo da dissimilaridade genética entre os 171 individuos de S. amazonicum, obtido
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Figura 11. Grafico de barras obtido pela abordagem bayesiana por meio do software STRUCTURE onde sdo amostrados os dois grupos identificados pela
andlise (K= 2). Os numeros na horizontal correspondem aos 171 individuos de S. amazonicum estudados.
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6. DISCUSSAO

A selecao e avaliacdo de arvores com base no fenétipo, adotando como
critério as variaveis DAP e Ht neste estudo, corrobora com outras pesquisas nas
mais diferentes finalidades. Em estudo com uso multiplo de espécies arboreas
em florestas manejadas, as variaveis DAP e Ht foram utilizadas como parametro
de selecédo (VIEIRA et al., 2015). Da mesma forma, Hoffmann et al. (2011)
utilizaram as variaveis DAP e Ht para caracterizar dendrometricamente plantios
de S. amazonicum na regido de Paragominas no Para.

Em experimentos constituidos por blocos e tratamentos, as variaveis DAP
e Ht também podem ser utilizadas na escolha das areas e espacamentos com
maior quantidade de individuos superiores em termos fenotipicos. Rondon
(2002) avaliando a producdo de biomassa e crescimento em arvores de S.
amazonicum sob diferentes espagcamentos utilizou as variaveis DAP e Ht,
destacando que os espagamentos 4x3 m e 4x4 m possuiam arvores com alturas
e didmetros médios superiores, o que também €& confirmado na presente
pesquisa, além do espagcamento 5x5 m que esta inserido entre os melhores
resultados.

Estudos sobre o comportamento silvicultural do Parica realizado em Dom
Elizeu-PA, em plantio possuindo quatro anos de idade, espagcamento 4x4 m,
encontraram média de 16,58 cm para DAP e 11,00 m para Ht, enquanto que na
cidade de Sao Miguel do Guama-PA com plantio possuindo cinco anos, em
espagamento 4x4 m, as médias foram de 14,00 cm de DAP e 11,50 m para Ht
(GALEAO et al., 2006).

Portanto, apesar da espécie nao ser tradicional do estado do Espirito
Santo, os resultados obtidos no inventario em relacao a média das variaveis DAP
e Ht, bem como os tratamentos escolhidos para a selecédo das arvores estao de
acordo com os resultados encontrados nas regides onde a espécie é utilizada
em plantios comerciais e se encontra naturalmente distribuida.

ApOs a selecdo das arvores foram realizadas as analises moleculares. A
escolha do numero de iniciadores utilizados neste estudo corrobora com a
quantidade encontrada em outras pesquisas. Em trabalhos com Erythrina
velutina Willd. foram selecionados 11 primers, os quais geraram 149 bandas,
sendo 117 polimérficas (GONCALVES et al., 2014). Em estudos com
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Haplocladium microphyllum, também foram selecionados 11 primers, os quais
geraram 110 bandas, deste total 85 eram polimorficas (MAO; FANG, 2014).
Ambos os trabalhos citados utilizaram a mesma quantidade de iniciadores que o
presente estudo, porém, englobaram a diversidade genética em mais de uma
populagao.

Segundo Chagas et al. (2015), estudos sobre diversidade genética em
mais de uma populacdo possui a necessidade de um numero mais elevado de
locos para quantificar a diferenciagéo genética entre areas geograficas. Contudo,
apesar do presente estudo envolver apenas uma populagdo, o numero de locos
gerados se compara aos encontrados nos estudos citados anteriormente, sendo
considerado suficiente para discriminar os gendétipos e quantificar a diversidade
genética do local.

Ainda, estudos como de Rossi et al. (2014) com buriti (Mauritia flexuosa
L.), encontraram 97 locos utilizando 9 primers ISSR, obtendo média de 10,7 por
primer. Lorenzoni et al. (2014) em trabalhos com biribazeiro (Rollinia mucosa
Baill), encontraram 118 locos utilizando 20 primers ISSR, com média de 5,9 locos
por primer. Sendo assim, o numero médio de 7,18 locos por primer para os 11
primers utilizados neste estudo esta dentro do esperado para marcadores ISSR.

Sobre o conteudo de informacéao polimorfica (PIC), este por sua vez, foi
descrito por Botstein et al. (1980) como parametro da qualidade do marcador em
estudos genéticos, classificando-o como satisfatério em conteudo polimorfico
quando apresenta valor superior a 0,5, mediamente informativo entre 0,25 e 0,50
e pouco informativo quando possui valor inferior a 0,25. Segundo Roldan-Ruiz et
al. (2000) o caélculo do PIC para marcadores dominantes representa a
probabilidade de se encontrar o marcador em dois estados, de auséncia e de
presenca.

Desta forma, foi observado neste estudo que os marcadores ISSR
apresentaram-se como mediamente informativos, com valor médio de 0,37.
Dentre o total de primers, dez (UBC 810, UBC 811, UBC 813, UBC 814, UBC
815, UBC 822, UBC 836, UBC 842, UBC 868 e UBC 891) apresentaram valores
variando entre 0,33 e 0,48 e apenas um primer foi considerado pouco informativo
(UBC 855) com valor de 0,24.

Como confirmagao do numero 6timo de marcadores, a analise de

bootstrap que segundo Gongalves et al. (2014) é a indicagdo do numero minimo
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de marcadores necessarios para caracterizacdo da diversidade genética,
contribuindo para otimizacdo do uso dos recursos e tempo, foi satisfatoria para
este estudo.

O numero 6timo de locos polimorficos € considerado satisfatério quando
o valor do estresse (E) for inferior a 0,05 e a correlag&o (r) mais proxima de 1
(KRUSKAL, 1964). Como neste estudo o numero de locos encontrados (n = 79),
foi maior do que o estabelecido como numero étimo (n = 69) quando o estresse
(E) obteve valor de 0,470 e a correlagdo com 0,962, podemos afirmar que as
estimativas de diversidade genética que foram obtidas entre os individuos de S.
amazonicum foram precisas.

Sobre a determinagéo da variabilidade genética contida em populagdes,
um dos métodos avaliados é a porcentagem de locos polimérficos (CRUZ et al.,
2011). Assim, Silva et al. (2016) avaliando a diversidade genética dentro e entre
pomares comerciais de cupuaguzeiro (Theobroma grandiflorum) encontraram
52% de polimorfismo e afirmaram que ha diversidade genética a ser explorada.
Em comparagéo com o presente estudo que possui 58% de polimorfismo, torna-
se possivel a afirmacédo de que ha variabilidade genética na populacéo a ser
utilizada em futuros trabalhos de melhoramento.

Entretanto, em trabalhos com S. parahyba utilizando marcadores
moleculares RAPD (Random amplified polymorphic DNA), foi encontrada uma
taxa de locos polimorficos variando de 65,6% a 87,5% dentre populagdes
naturais e um total de 96,9% entre as populagdes (FREIRE et al., 2007). Esta
informacdo confirma que para o género Schizolobium existe variabilidade
genética superior, e que apesar da populagdo em estudo possuir variabilidade
genética a ser explorada, torna-se necessario o desenvolvimento de futuros
trabalhos afim de manter ou até mesmo aumentar a variabilidade genética desta
populacao.

De acordo com os valores de dissimilaridade por meio da
complementaridade do coeficiente de Jaccard, p6de-se observar o pareamento
minimo com valor de 0,045, que caracteriza individuos extremamente idénticos
em termos genéticos, tornando possivel afirmar que a coleta de sementes para
o estabelecimento do plantio foi realizada em poucas arvores matrizes.

Em relagao a estrutura genética da populagcédo, o método UPGMA a partir
da dissimilaridade entre os individuos gerou o dendrograma delimitando dois
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agrupamentos genéticos. Entretanto, para confirmar a relagao entre as medidas
de dissimilaridade e as medidas graficas formadas a partir do dendrograma foi
obtido o coeficiente de correlagéo cofenética (CCC), que se mostrou favoravel
para este estudo, com valor de 68%. Valores de CCC maiores ou iguais a 56%
refletem boa concordancia com os valores de dissimilaridade genética (VAZ
PATTO et al., 2004).

Os dados obtidos pela analise bayesiana no programa STRUCTURE
estdo em conformidade com o método UPGMA. O grafico de barras do
STRUCTURE e o dendrograma por UPGMA além de demonstrarem a formacgéao
de dois grupos, descriminaram semelhantemente os individuos. Outro fator que
corroborou com as analises de estruturacdo da populacéo foi a estatistica AK
(EVANNO; REGNAUT; GOUDET, 2005), sendo verificado K = 2, o que indica
presenca de dois grupos.

O numero de alelos observados (Na) e numero de alelos efetivos (Ne),
que sao parametros utilizados na caracterizagdo da diversidade genética de
populagdes em varias pesquisas (COSTA et al., 2015; CHAGAS et al., 2015),
obtiveram para este estudo os resultados meédios de 2,00 e 1,65,
respectivamente. Valores semelhantes foram encontrados em estudos com uma
populagao natural da arbérea conhecida como Carnauba (Copernicia prunifera),
por meio de marcadores moleculares ISSR, com valores médios de 2,00 para
alelos observados e 1,46 para alelos efetivos (VIEIRA et al., 2015).

Para a estimativa da diversidade genética baseada no indice de
diversidade de Nei (H' = 0,375) e indice de Shannon (I = 0,554), os resultados
obtidos demonstraram alta diversidade genética. Segundo Lewontin (1972) os
valores do indice de Shannon podem variar de 0 a 1, sendo que, quanto mais
préximo de 1 mais diversificada genotipicamente é a populagao.

Os valores de diversidade de Nei e indice de Shannon, corroboram com
0s encontrados para espécies arboreas em que foram utilizadas metodologias
similares. Em estudos de diversidade genética com a arbérea Magnolia
officinalis, por meio de marcadores ISSR, foram encontrados valores médios de
0,342 para o indice de diversidade de Nei e 0,496 para o indice de Shannon (YU
et al.,, 2010).

Alta diversidade genética também foi encontrada em estudos com a

espécie Prosopis cineraria (Fabaceae), com valor médio de 0,301 para

61



diversidade de Nei e 0,438 para o indice de Shannon (SHARMA et al., 2011). Da
mesma forma, analises de diversidade genética em Cornus mas L. encontraram
os valores de 0,416 e 0.595 para a diversidade de Nei e indice de Shannon,
respectivamente, considerados pelos autores como alta diversidade genética
(HASSANPOUR; HAMIDOGHLI; SAMIZADEH, 2013).

A partir dos resultados adquiridos neste estudo, torna-se importante
salientar que a caracterizagdo genética foi realizada em uma populagéo
plantada, havendo apenas a informacéao do local de procedéncia das sementes
que deram origem ao plantio (Dom Elizeu — PA). Desta forma, a diversidade
genética caracterizada como alta, pode estar relacionada a coleta de sementes
em populacgdes distintas, apesar da baixa porcentagem de locos polimorficos que
consequentemente esta ligada a coleta de sementes em poucas arvores

matrizes.
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7. CONCLUSAO

o O diametro a altura do peito (DAP) e altura total (Ht) mostraram ser
boas variaveis para a caracterizacdo dendromeétrica da populacao e selecéao das
arvores para as analises moleculares;

o Os marcadores ISSR sao eficientes no estudo da diversidade
genética populacional em Schizolobium amazonicum;

o A populagédo apresentou consistente estruturagdo e alta
diversidade genética;

o O estudo permitiu avaliar que a populagao pode ser utilizada como
pomar para coleta de sementes, para a formagao de mudas com variabilidade

genética confirmada.
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8.  CONSIDERAGOES FINAIS

Para que a populagao possa ser utilizada como pomar de sementes em
futuros trabalhos de melhoramento, torna-se necessario o desenvolvimento de
novas pesquisas afim de manter e até mesmo aumentar a diversidade genética.
Como proposta, seria conveniente a ampliagdo da base genética por meio da
introdugdo de novos materiais, com caracteristicas fenotipicas semelhantes as
arvores selecionadas e que estejam adaptados a ambientes relacionados a area
de estudo.

A recombinagao entre individuos divergentes pode ser outra proposta
para o aumento da variabilidade genética, ainda mais quando se utiliza os
resultados gerados neste estudo, onde é possivel visualizar dois agrupamentos
genéticos, bem como os individuos que constituem cada um dos grupos.

Segundo Borges et al. (2014), o sucesso na obtencdo de materiais
superiores para plantios comerciais deve-se em grande parte a estratégias de
manutencdo e aumento da variabilidade, tais como a recombinagao entre

individuos divergentes e a introdugcédo de novos gendtipos.
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APENDICE A - Caracterizacdo das 171 arvores selecionadas para as analises moleculares.
Numero da Matriz; DAP: Diametro a altura do peito; Ht: Altura Total; Posigdo da Paisagem;
Condicao de Luminosidade; Coordenadas; Altitude; Espagamento.

(Continua)
N° DAP Ht P. C. Coord Alt. Espa
Matriz ~ (cm) (m) Paisagem Luminosidade ' (m) pag.
Terco Interior da S20°46'30.0/
1 15,63 13,56 Superior Floresta 0041°27'22.9 132 3m x 4m
Terco Interior da S20°46'29.7/
2 16,42 12,96 Médio Floresta 0041°27'22.7 135 3m x 4m
Terco Interior da S20°46'30.1/
3 17,92 12,12 Médio Floresta 0041°27'23.0 130 3m x 4m
Terco S20°46'29.8/
4 15,82 12,24 Médio Borda Floresta 0041°27'22.7 128 3m x 4m
Terco Interior da S20°46'30.2/
5 15,98 12,12 Superior Floresta 0041°27'23.2 132 3m x4m
Terco S20°46'30.1/
6 15,76 12,36 Superior Borda Floresta 0041°27'23.1 133 3m x 4m
Terco S20°46'29.9/
7 15,69 12,60 Médio Borda Floresta 0041°27'23.4 127 3m x 4m
Terco S20°46'29.6/
8 15,76 13,20 Médio Borda Floresta 0041°27'23.3 125 3m x 4m
Terco S20°46'29.6/
9 15,60 12,36 Médio Borda Floresta 0041°27'23.2 124 3m x 4m
Terco Interior da S20°46'29.6/
10 15,66 12,24 Médio Floresta 0041°27'23.1 127 3m x 4m
Terco Interior da S20°46'29.8/
11 15,63 12,00 Médio Floresta 0041°27'23.0 122 3m x 4m
Terco Interior da S20°46'29.2/
12 16,14 12,12 Médio Floresta 0041°27'23.1 123 3m x 4m
Terco Interior da S20°46'29.5/
13 15,69 12,60 Médio Floresta 0041°27'22.9 126 3m x 4m
Terco Interior da S20°46'29.2/
14 18,88 13,20 Inferior Floresta 0041°27'22.8 119 3m x 4m
Terco S20°46'29.2/
15 20,88 12,84 Inferior Borda Floresta 0041°27'22.8 119 3m x 4m
Terco S20°46'29.4/
16 17,09 12,12 Inferior Borda Floresta 0041°27'22.6 118 3m x 4m
Terco Interior da S20°46'29.8/
17 15,66 12,24 Médio Floresta 0041°27'22.8 123 3m x 4m
Terco S20°46'29.1/
18 20,15 12,48 Inferior Borda Floresta 0041°27'22.8 120 3m x 4m
Terco Interior da S20°46'29.8/
19 15,60 12,12 Médio Floresta 0041°27'23.0 156 3m x 4m
Terco S20°46'29.9/
20 15,69 12,72 Superior  Borda Floresta 0041°27'23.0 139 3m x4m
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APENDICE A - Caracterizacdo das 171 arvores selecionadas para as analises moleculares.
Numero da Matriz; DAP: Diametro a altura do peito; Ht: Altura Total; Posigcdo da Paisagem;
Condicao de Luminosidade; Coordenadas; Altitude; Espagamento.

(Continua)
N° DAP Ht P. C. Coord Alt. Espa
Matriz ~ (cm) (m) Paisagem Luminosidade ' (m) pag.
Terco S20°46'29.4/
21 15,63 12,24 Superior  Borda Floresta 0041°27'25.7 140 3m X 4m
Terco S20°46'29.2/
22 16,55 12,48 Superior  Borda Floresta 0041°27'25.7 155 3m x 4m
Terco S20°46'29.0/
23 16,01 13,20 Superior  Borda Floresta 0041°27'25.6 170 3m X 4m
Terco S20°46'28.7/
24 18,21 12,12 Superior  Borda Floresta 0041°27'25.8 162 3m X 4m
Terco Interior da S20°46'28.5/
25 15,60 13,32 Médio Floresta 0041°27'25.6 152 3m x 4m
Terco Interior da S20°46'28.2/
26 15,66 13,56 Médio Floresta 0041°27'25.3 149 3m x 4m
Terco Interior da S20°46'28.4/
27 17,19 13,56 Médio Floresta 0041°27'25.1 133 3m x 4m
Terco Interior da S20°46'28.5/
28 15,66 13,68 Médio Floresta 0041°27'25.3 156 3m x 4m
Terco Interior da S20°46'28.1/
29 18,14 16,08 Médio Floresta 0041°27'25.1 145 3m x 4m
Terco Interior da S20°46'28.6/
30 16,07 13,08 Médio Floresta 0041°27'25.2 144 3m x 4m
Terco Interior da S20°46'28.9/
31 16,14 13,80 Médio Floresta 0041°27'25.1 140 3m x 4m
Terco Interior da S20°46'29.1/
32 17,38 12,12 Médio Floresta 0041°27'25.0 140 3m x 4m
Terco Interior da S20°46'28.6/
33 15,82 14,16 Médio Floresta 0041°27'25.5 146 3m x 4m
Terco Interior da S20°46'28.8/
34 16,46 12,24 Médio Floresta 0041°27'25.7 149 3m x 4m
Terco Interior da S20°46'28.8/
35 15,76 13,92 Médio Floresta 0041°27'25.6 151 3m x 4m
Terco Interior da S20°46'29.1/
36 15,60 12,36 Médio Floresta 0041°27'25.3 147 3m x 4m
Terco Interior da S20°46'29.3/
37 15,63 12,24 Médio Floresta 0041°27'25.5 177 3m x 4m
Terco Interior da S20°46'29.5/
38 15,60 12,12 Médio Floresta 0041°27'25.6 137 3m x 4m
Terco Interior da S20°46'27.0/
39 22,12 13,80 Superior Floresta 0041°27'25.8 181 3m x 4m
Terco S20°46'27.2/
40 20,88 16,08 Inferior Borda Floresta 0041°27'26.1 142 3m x 4m
Terco Interior da S20°46'27.1/
41 18,11 14,40 Inferior Floresta 0041°27'25.0 142 3m x 4m
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APENDICE A - Caracterizacdo das 171 arvores selecionadas para as analises moleculares.
Numero da Matriz; DAP: Diametro a altura do peito; Ht: Altura Total, Posicdo da Paisagem;
Condicao de Luminosidade; Coordenadas; Altitude; Espagamento.

(Continua)
N° DAP Ht P. C. Coord Alt. Espa
Matriz ~ (cm) (m) Paisagem Luminosidade ' (m) pag.
Tergo S20°46'27.4/
42 18,08 14,04 Inferior Borda Floresta 0041°27'24.7 148 3m x 4m
Tergo Interior da S20°46'27.7/
43 18,24 14,28 Médio Floresta 0041°27'24.8 151 3m x 4m
Terco S20°46'28.0/
44 18,30 12,24 Médio Borda Floresta 0041°27'24.6 143 3m x 4m
Terco Interior da S20°46'27.7/
45 16,62 12,00 Médio Floresta 0041°27'24.8 146 3m x 4m
Terco Interior da S20°46'27.9/
46 18,46 13,32 Médio Floresta 0041°27'25.2 156 3m x 4m
Terco Interior da S20°46'27.5/
47 17,19 14,88 Médio Floresta 0041°27'25.6 166 3m x 4m
Terco Interior da S20°46'28.0/
48 18,14 12,12 Médio Floresta 0041°27'25.5 164 3m x 4m
Terco Interior da S20°46'28.0/
49 16,07 13,32 Superior Floresta 0041°27'25.7 183 3m x 4m
Terco Interior da S20°46'27.9/
50 21,93 12,60 Superior Floresta 0041°27'26.0 184 3m x 4m
Terco S20°46'27.9/
51 19,89 12,12 Superior  Borda Floresta 0041°27'26.3 186 3m x 4m
Terco Interior da S20°46'27.4/
52 15,60 12,84 Médio Floresta 0041°27'25.8 183 3m x 4m
Terco Interior da S20°46'27.4/
53 15,69 14,04 Médio Floresta 0041°27'25.5 181 3m x 4m
Terco Interior da S20°46'27.7/
54 15,60 12,72 Médio Floresta 0041°27'25.3 172 3m x 4m
Terco Interior da S20°46'27.7/
55 15,63 12,84 Médio Floresta 0041°27'24.9 166 3m x 4m
Terco Interior da S20°46'28.2/
56 21,33 17,04 Médio Floresta 0041°27'25.2 172 3m x 4m
Terco Interior da S20°46'28.1/
57 20,09 12,60 Médio Floresta 0041°27'25.7 179 3m x 4m
Terco S20°46'23.4/
58 20,85 15,84 Inferior Borda Floresta 0041°27'24.7 155 4m x 4m
Terco Interior da S20°46'23.1/
59 19,42 15,24 Médio Floresta 0041°27'25.4 158 4m X 4m
Terco Interior da S20°46'23.1/
60 18,30 17,28 Médio Floresta 0041°27'25.4 160 4m X 4m
Terco Interior da S20°46'23.2/
61 21,58 16,20 Médio Floresta 0041°27'25.2 160 4m X 4m
Terco S20°46'23.5/
62 24,22 15,60 Inferior Borda Floresta 0041°27'24.8 159 4m x 4m
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APENDICE A - Caracterizacdo das 171 arvores selecionadas para as analises moleculares.
Numero da Matriz; DAP: Diametro a altura do peito; Ht: Altura Total, Posicdo da Paisagem;
Condicao de Luminosidade; Coordenadas; Altitude; Espagamento.

(Continua)
N° DAP Ht P. C. Coord Alt. Espa
Matriz ~ (cm) (m) Paisagem Luminosidade ' (m) pag.
Terco Interior da S20°46'23.4/
63 17,51 19,92 Médio Floresta 0041°27'25.2 138 4m x 4m
Terco Interior da S20°46'23.5/
64 21,04 18,84 Médio Floresta 0041°27'25.2 139 4m x 4m
Terco Interior da S20°46'23.4/
65 21,90 18,36 Médio Floresta 0041°27'25.2 156 4m x 4m
Terco Interior da S20°46'23.6/
66 22,12 16,68 Médio Floresta 0041°27'25.2 159 4m x 4m
Terco Interior da S20°46'23.8/
67 21,96 14,40 Médio Floresta 0041°27'25.6 154  4mx4m
Terco Interior da S20°46'23.7/
68 20,18 18,00 Médio Floresta 0041°27'25.6 154  4mx4m
Terco Interior da S20°46'23.9/
69 19,74 17,16 Médio Floresta 0041°27'25.5 156 4m x 4m
Terco Interior da S20°46'23.5/
70 21,01 15,24 Médio Floresta 0041°27'25.9 158 4m x 4m
Terco Interior da S20°46'24.2/
71 18,08 14,64 Médio Floresta 0041°27'25.7 159 4m x 4m
Terco Interior da S20°46'24.3/
72 19,29 17,64 Inferior Floresta 0041°27'25.6 160 4m x 4m
Terco S20°46'24.5/
73 22,76 13,44 Inferior Borda Floresta 0041°27'25.3 159 4m X 4m
Terco Interior da S20°46'23.7/
74 16,65 17,40 Médio Floresta 0041°27'25.5 159 4m x 4m
Terco Interior da S20°46'23.7/
75 19,42 16,92 Médio Floresta 0041°27'25.5 159 4m x 4m
Terco Interior da S20°46'22.7/
76 20,72 17,04 Médio Floresta 0041°27'25.5 165 4m x 4m
Terco Interior da S20°46'22.0/
77 18,46 15,48 Médio Floresta 0041°27'26.0 112 4m x 4m
Terco Interior da S20°46'21.9/
78 15,60 12,60 Médio Floresta 0041°27'26.3 119 4m x 4m
Terco Interior da S20°46'21.1/
79 20,82 16,56 Médio Floresta 0041°27'26.1 146 4m X 4m
Terco Interior da S20°46'22.4/
80 20,69 15,24 Médio Floresta 0041°27'25.7 124 4m X 4m
Terco Interior da S20°46'22.5/
81 17,57 16,68 Médio Floresta 0041°27'26.0 125 4m X 4m
Terco S20°46'23.1/
82 25,62 18,24 Superior  Borda Floresta 0041°27'26.5 113 4m X 4m
Terco S20°46'22.9/
83 25,66 15,00 Superior  Borda Floresta 0041°27'26.9 114 4m x 4m
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APENDICE A - Caracterizacdo das 171 arvores selecionadas para as analises moleculares.
Numero da Matriz; DAP: Diametro a altura do peito; Ht: Altura Total;, Posicdo da Paisagem;
Condicao de Luminosidade; Coordenadas; Altitude; Espagamento.

(Continua)
N° DAP Ht P. C. Coord Alt. Espa
Matriz ~ (cm) (m) Paisagem Luminosidade ' (m) pag.
Terco Interior da S20°46'22.8/
84 21,61 16,44 Médio Floresta 0041°27'25.7 106 4m x 4m
Terco Interior da S20°46'22.6/
85 18,97 17,40 Médio Floresta 0041°27'25.9 131 4m x 4m
Terco Interior da S20°46'23.0/
86 18,08 17,76 Médio Floresta 0041°27'26.5 109 4m x 4m
Terco S20°46'23.1/
87 18,68 16,44 Superior  Borda Floresta 0041°27'26.5 112 4m x 4m
Terco Interior da S20°46'23.1/
88 18,97 18,36 Médio Floresta 0041°27'26.2 147 4m x 4m
Terco Interior da S20°46'23.4/
89 19,10 15,12 Médio Floresta 0041°27'26.2 160 4m x 4m
Terco Interior da S20°46'22.2/
90 15,63 15,12 Médio Floresta 0041°27'25.5 160 4m x 4m
Terco Interior da S20°46'23.3/
91 16,65 18,84 Médio Floresta 0041°27'25.9 157 4m x 4m
Terco Interior da S20°46'22.2/
92 16,39 16,80 Médio Floresta 0041°27'25.9 169 4m x 4m
Terco Interior da S20°46'22.0/
93 19,13 15,72 Médio Floresta 0041°27'25.6 167 4m X 4m
Terco Interior da S20°46'22.5/
94 22,06 17,88 Médio Floresta 0041°27'25.9 169 4m x 4m
Terco S20°46'21.7/
95 20,56 16,68 Superior  Borda Floresta 0041°27'26.2 173 4m x 4m
Terco S20°46'26.4/
96 22,28 12,48 Inferior Borda Floresta 0041°27'25.1 163 4m x 4m
Terco Interior da S20°46'26.6/
97 15,63 16,68 Médio Floresta 0041°27'25.5 167 4m x 4m
Terco Interior da S20°46'26.7/
98 18,08 13,68 Médio Floresta 0041°27'25.4 168 4m x 4m
Terco Interior da S20°46'26.7/
99 18,46 17,04 Médio Floresta 0041°27'25.8 169 4m x 4m
Terco Interior da S20°46'26.8/
100 19,74 16,92 Médio Floresta 0041°27'25.4 168 4m X 4m
Terco Interior da S20°46'26.2/
101 16,20 13,68 Inferior Floresta 0041°27'25.1 146 4m X 4m
Terco Interior da S20°46'26.7/
102 17,98 12,84 Médio Floresta 0041°27'25.6 157 4m X 4m
Terco Interior da S20°46'26.9/
103 19,16 13,56 Médio Floresta 0041°27'26.0 154 4m X 4m
Terco Interior da S20°46'26.5/
104 17,03 14,40 Superior Floresta 0041°27'26.2 162 4m x 4m
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N° DAP Ht P. C. Coord Alt. Espa
Matriz ~ (cm) (m) Paisagem Luminosidade ' (m) pag.
Terco S20°46'26.5/
105 22,47 16,20 Superior  Borda Floresta 0041°27'26.3 164 4m x 4m
Terco Interior da S20°46'27.0/
106 15,66 12,00 Superior Floresta 0041°27'26.2 165 4m x 4m
Terco S20°46'26.8/
107 16,23 16,32 Superior  Borda Floresta 0041°27'26.7 168 4m x 4m
Terco Interior da S20°46'27.1/
108 16,14 15,24 Superior Floresta 0041°27'26.0 164 4m x 4m
Terco S20°46'26.8/
109 16,42 13,44 Superior Borda Floresta 0041°27'26.4 169 4m x 4m
Terco S20°46'26.8/
110 17,63 14,16 Médio Borda Floresta 0041°27'25.1 166  4m x4m
Terco S20°46'26.4/
111 15,63 12,36 Médio Borda Floresta 0041°27'25.0 164  4m x4m
Terco S20°46'27.0/
112 17,51 15,48 Superior Borda Floresta 0041°27'25.0 169 4m x 4m
Terco Interior da S20°46'27.0/
113 18,94 13,08 Superior Floresta 0041°27'25.3 170 4m X 4m
Terco Interior da S20°46'27.0/
114 16,68 16,32 Superior Floresta 0041°27'25.8 177 4m X 4m
Tergo S20°53'25.8/
115 21,58 15,00 Médio Borda Floresta 0041°42°21.3 151 5m x 5m
Terco S20°46'20.4/
116 20,53 20,70 Médio Borda Floresta 0041°27°25.0 151 5m x 5m
Terco S20°46'20.4/
117 24,83 19,50 Médio Borda Floresta 0041°27°25.6 162 5m x 5m
Terco Interior da S20°46'20.7/
118 16,62 21,75 Médio Floresta 0041°27'25.5 155 5m x 5m
Terco Interior da S20°46'21.0/
119 23,20 20,55 Médio Floresta 0041°27'25.1 155 5m x 5m
Terco Interior da S20°46'20.7/
120 20,40 14,70 Médio Floresta 0041°27'25.5 159 5m x 5m
Terco Interior da S20°46'20.9/
121 19,29 17,25 Médio Floresta 0041°27'25.8 159 5m x 5m
Terco Interior da S20°49'21.2/
122 18,27 14,40 Médio Floresta 0041°27'25.7 157 5m x 5m
Tergo S20°46'21.1/
123 21,87 16,20 Superior  Borda Floresta 0041°27'25.9 162 5m x 5m
Terco S20°46'21.7/
124 24,16 18,15 Superior  Borda Floresta 0041°27'26.0 162 5m x 5m
Terco Interior da S20°46'21.7/
125 18,78 17,85 Médio Floresta 0041°27'25.5 156 5m x 5m
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N° DAP Ht P. C. Coord Alt. Espa
Matriz ~ (cm) (m) Paisagem Luminosidade ' (m) pag.
Terco Interior da S20°46'21.8/
126 20,24 19,65 Médio Floresta 0041°27'25.3 155 5m x 5m
Tergo Interior da S$20°46'21.7/
127 20,50 18,00 Médio Floresta 0041°27'25.5 158 5m x 5m
Terco Interior da S20°46'21.6/
128 18,14 18,75 Médio Floresta 0041°27'26.0 166 5m x 5m
Terco S20°46'21.7/
129 20,72 19,95 Superior  Borda Floresta 0041°27'26.1 168 5m x 5m
Terco Interior da S20°46'20.6/
130 20,66 17,55 Médio Floresta 0041°27'25.1 167 5m x 5m
Terco S20°46'20.5/
131 24,51 16,80 Médio Borda Floresta 0041°27'24.8 162 5m x 5m
Terco Interior da S20°46'21.2/
132 19,26 20,10 Médio Floresta 0041°27'25.3 164 5m x 5m
Terco Interior da S20°46'21.4/
133 17,25 19,50 Médio Floresta 0041°27'25.7 167 5m x 5m
Tergo S20°46'21.2/
134 21,17 17,70 Inferior Borda Floresta 0041°27'25.1 158 5m x 5m
Tergo S20°46'21.4/
135 22,50 18,75 Inferior Borda Floresta 0041°27'24.6 155 5m x 5m
Terco S20°46'21.6/
136 18,02 16,05 Inferior Borda Floresta 0041°27'24.6 154 5m x 5m
Terco S20°46'22.0/
137 19,80 18,00 Inferior Borda Floresta 0041°27'24.5 158 5m x 5m
Terco Interior da S20°46'21.7/
138 16,20 20,10 Médio Floresta 0041°27'24.8 159 5m x 5m
Terco Interior da S20/46'21.6/
139 18,21 15,00 Médio Floresta 0041°27'25.1 157 5m x 5m
Terco Interior da S20°46'21.6/
140 17,09 15,75 Médio Floresta 0041°27'25.3 159 5m x 5m
Terco Interior da S20°46'21.9/
141 17,48 19,80 Médio Floresta 0041°27'24.9 157 5m x 5m
Terco Interior da S20°46'22.2/
142 20,69 20,70 Médio Floresta 0041°27'24.7 157 5m x 5m
Terco Interior da S20°46'22.7/
143 18,78 18,15 Médio Floresta 0041°27'24.9 162 5m x 5m
Terco Interior da S20°46'22.3/
144 17,35 18,60 Médio Floresta 0041°27'25.2 168 5m x 5m
Terco Interior da S20°46'22.5/
145 21,65 19,65 Médio Floresta 0041°27'25.2 171 5m x 5m
Terco Interior da S20°46'23.1/
146 18,88 19,35 Médio Floresta 0041°27'25.4 164 5m x 5m
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Matriz ~ (cm) (m) Paisagem Luminosidade ' (m) pag.
Terco Interior da S20°46'22.3/
147 16,68 21,15 Médio Floresta 0041°27'25.1 156 5m x 5m
Terco Interior da S20°46'22.3/
148 17,35 16,95 Médio Floresta 0041°27'24.7 156 5m x 5m
Terco Interior da S20°46'22.3/
149 19,64 21,00 Médio Floresta 0041°27'25.2 163 5m x 5m
Terco Interior da S20°46'22.9/
150 17,09 18,00 Médio Floresta 0041°27'25.0 163 5m x 5m
Terco Interior da S20°46'22.8/
151 17,13 19,20 Médio Floresta 0041°27'25.1 167 5m x 5m
Terco Interior da S20°46'22.5/
152 21,36 21,75 Médio Floresta 0041°27'25.5 167 5m x 5m
Terco Interior da S20°46'16.8/
153 26,07 14,70 Médio Floresta 0041°27'26.4 124  5m x 5m
Terco Interior da S20°46'16.6/
154 21,39 17,10 Médio Floresta 0041°27'26.5 122 5m x 5m
Terco Interior da S20°46'16.4/
155 23,33 19,35 Médio Floresta 0041°27'25.8 119 5m x 5m
Terco Interior da S20°46'16.5/
156 22,31 14,55 Médio Floresta 0041°27'26.3 168 5m x 5m
Terco Interior da S20°46'16.2/
157 21,10 16,50 Médio Floresta 0041°27'26.5 165 5m x 5m
Terco Interior da S20°46'16.2/
158 23,71 18,75 Médio Floresta 0041°27'26.9 165 5m x 5m
Terco S20°46'15.4/
159 21,17 13,20 Médio Borda Floresta 0041°27'26.3 157 5m x 5m
Terco Interior da S20°46'15.5/
160 19,13 16,95 Médio Floresta 0041°27'26.1 162 5m x 5m
Terco Interior da S20°46'15.6/
161 19,74 16,50 Médio Floresta 0041°27'25.7 166 5m x 5m
Terco Interior da S20°46'15.6/
162 22,19 16,20 Médio Floresta 0041°27'25.4 161 5m x 5m
Terco S20°46'15.7/
163 21,84 16,80 Médio Borda Floresta 0041°27'25.2 162 5m x 5m
Terco S20°46'15.8/
164 23,84 19,35 Médio Borda Floresta 0041°27'25.1 162 5m x 5m
Terco Interior da S20°46'16.0/
165 21,71 17,10 Médio Floresta 0041°27'25.2 163 5m x 5m
Terco Interior da S20°46'16.1/
166 25,05 18,15 Médio Floresta 0041°27'25.0 163 5m x 5m
Terco Interior da S20°46'16.2/
167 23,20 19,20 Médio Floresta 0041°27'25.4 164  5m x 5m
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Terco Interior da S20°46'16.1/
168 23,17 16,95 Médio Floresta 0041°27'25.6 167  5m x 5m
Terco Interior da S20°46'16.1/
169 20,37 16,05 Médio Floresta 0041°27'25.4 165 5m x5m
Terco Interior da S20°46'15.8/
170 21,90 17,10 Médio Floresta 0041°27'25.3 165 5m x5m
Terco Interior da S20°46'16.1/
171 18,02 18,30 Médio Floresta 0041°27'25.7 168  5m x 5m

&3



