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SANTOS, PAULO CESAR DA SILVA. DIVERGENCIA GENETICA EM PROGENIES
DE Mimosa caesalpiniifolia Benth. VIA ANALISE DE IMAGENS E ESTRESSE
SALINO EM SEMENTES. 2021. Orientador: Ricardo Gallo. Coorientadores: Eliane
Cristina Sampaio de Freitas; Marcone Moreira Santos.

RESUMO

A Mimosa caesalpiniifolia Benth., conhecida popularmente como sabid no Nordeste
brasileiro, ¢ uma espécie florestal nativa da Caatinga e pertencente a familia Fabaceae.
Apresenta multiplos usos para a regido semiarida, porém, sdo escassos o0s estudos referentes a
variacdo quanto a diversidade genética atraves de analises morfométricas de sementes e
adaptabilidade da espécie aos diferentes estresses salinos, visto que, os solos desta regido
apresentam elevada quantidade de sais. Assim, 0 objetivo do presente trabalho foi caracterizar
morfometricamente e identificar genotipos tolerantes ao estresse salino em sementes de
Mimosa caesalpiniifolia provenientes de diferentes procedéncias, visando aplicar a
divergéncia genética em caracteres com vistas a selecdo se matrizes produtoras de sementes.
Para isso, foram selecionadas quatro progénies de quatro procedéncias distintas provenientes
dos estados do Ceard, Paraiba, Pernambuco e Rio Grande do Norte, totalizando 16 progénies.
A partir da morfometria de sementes foi avaliada a diversidade genética por dois métodos, o
paquimetro digital (comprimento, largura e espessura) e o programa ImageJ® (area, perimetro,
circularidade, largura, redondeza e solidez). Para a inducdo do estresse salino (Etapa I)
incialmente foi retirado uma amostra das sementes para unido das quatros procedéncias, a fim
de se obter uma amostra representativa e posterior conhecimento sobre o ponto médio de
tolerancia das sementes. Como soluto foram utilizados o cloreto de sédio (NaCl), cloreto de
calcio (CaCly) e cloreto de potassio (KCI). Nos potenciais osmoticos 0,0; -0,2; -0,4; -0,6; -0,8
e -1,0 MPa. Foram avaliados a % de germinacdo, indice de velocidade de germinacéo,
comprimento da raiz principal e parte aérea e massa seca da raiz e parte aérea. Apos a
realizacdo das avaliacOes, os solutos e a dose definida foram reaplicados em cada matriz de
cada procedéncia para identificacdo da tolerancia ao estresse salino em nivel de matriz (Etapa
I1). Posteriormente, realizou-se as analises de correlagdo entre os métodos (Paquimetro X
ImageJ®), correlagdo fenotipica e genotipica entre as variaveis morfométricas e analises de
variancia uni e multivariada. Para o experimento de salinidade realizou-se analises de
correlagdes genéticas, analises multivariadas e avaliacdo de produtividade, estabilidade e
adaptabilidade pelo método MHPRVG. O processamento digital de imagens se mostrou

eficiente para discriminar as diferengcas morfométricas entre as procedéncias estudadas, assim,



a anélise de imagem apresenta-se como uma ferramenta util para diferenciagdo morfométrica
e selecdo de gendtipos produtores de sementes em estudos de divergéncia e melhoramento
genético desta espécie. As sementes de Mimosa caesalpiniifolia Benth. sdo sensiveis a
salinidade causada pela reducdo do potencial hidrico, em que, o indice de ranking médio
possibilitou a selecdo da PG6, PG15, PG8, PG5 e PG14 como as progénies que apresentam os
melhores desempenhos de produtividade, adaptabilidade e estabilidade, em todos os

ambientes avaliados.

Palavras-chave: Analise de imagem; Varidveis morfologicas; Sementes florestais; Tolerancia

a salinidade;



SANTOS, PAULO CESAR DA SILVA. GENETIC DIVERGENCE IN PROGENIES OF
Mimosa caesalpiniifolia Benth. VIA ANALYSIS OF IMAGES AND SALINE STRESS
IN SEEDS. 2021. Advisior: Ricardo Gallo. Co-advisior: Eliane Cristina Sampaio de Freitas;
Marcone Moreira Santos.

ABSTRACT

Mimosa caesalpiniifolia Benth., Popularly known as thrush in northeastern Brazil, is a forest
species native to the Caatinga and belonging to the Fabaceae family. It has multiple uses for
the semiarid region, however, there are few studies on variation in genetic diversity through
seed morphometric analysis and adaptability of the species to different saline stresses, since
the soils in this region have a high amount of salts. Thus, the objective of the present work
was to characterize morphometrically and to identify genotypes tolerant to salt stress in
Mimosa caesalpiniaefolia seeds from different origins, aiming to apply genetic divergence in
characters, with a view to the selection of seed producing matrices. For this, four progenies
from four different origins were selected, from the states of Ceara, Paraiba, Pernambuco and
Rio Grande do Norte, totaling 16 progenies. From the seed morphometry, genetic diversity
was evaluated by two methods, digital caliper (length, width and thickness) and the ImageJ®
program (area, perimeter, circularity, width, roundness and solidity). For the induction of
saline stress (Step I). initially a sample of the seeds was taken, to join the four sources in order
to obtain a representative sample and later knowledge about the average point of tolerance of
the seeds. As a solute, sodium chloride (NaCl), calcium chloride (CaCl2) and potassium
chloride (KCI) were used. In osmotic potentials 0.0; -0.2; -0.4; -0.6; -0.8 and -1.0 MPa. The
germination%, germination speed index, length of the main root and aerial part and dry mass
of the root and aerial part were evaluated. After carrying out the evaluations, the solutes and
the defined dose were reapplied in each matrix of each source, to identify tolerance to salt
stress at the matrix level (Step Il). Subsequently, the correlation analyzes between the
methods (Pachymeter x ImageJ®), phenotypic and genotypic correlation between the
morphometric variables and univariate and multivariate analysis of variance were performed.
For the salinity experiment, analyzes of genetic correlations, multivariate analyzes and
evaluation of productivity, stability and adaptability were performed using the MHPRVG
method. Digital image processing proved to be efficient to discriminate the morphometric
differences between the studied origins, thus, the image analysis presents itself as a useful tool

for morphometric differentiation and selection of seed producing genotypes in studies of



divergence and genetic breeding of this species. Mimosa caesalpiniifolia Benth seeds. are
sensitive to salinity caused by the reduction of water potential, in which the average ranking
index made it possible to select PG6, PG15, PG8, PG5 and PG14 as the progenies that present

the best productivity, adaptability and stability performances in all evaluated environments.

Keywords: Image analysis; Morphological variables; Forest seeds; Tolerance to salinity.



1. INTRODUCAO GERAL
As espécies tropicais apresentam ampla variabilidade com relacdo aos caracteres

morfométricos de frutos e sementes. As avaliacdes morfométricas demonstram-se de grande
relevancia para os estudos de conservacdo e propagacdo, pois sdo fundamentais para
determinar diversidade genética dentro e entre populacfes, como também, as relagdes com 0s
fatores edafocliméaticos (COSTA et al., 2016; GONCALVES et al., 2013), diferenciacdo de
espécies do mesmo género (ALVES et al., 2007). Subsidiando assim, informacdes
importantes para caracterizacdo ecoldégica (ROVERI NETO; PAULA, 2017a) e o
estabelecimento de plantulas.

Assim, surgem a necessidade de tracar estratégias que otimizam a uniformizacdo da
germinacdo e vigor de pléantulas, obtendo-se mudas de tamanhos semelhantes e com maior
vigor. Estas estratégias podem ser estabelecidas pela classificacdo de sementes por tamanho
ou peso, resultando em lotes com qualidade superior (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012;
SILVA et al., 2010). No entanto, a fenotipagem de plantas pelos métodos tradicionais, que
envolvem basicamente as medidas de peso e tamanho, limitam-se a analise de poucas
variaveis, demandam maior tempo, podem ndo discriminar caracteristicas complexas
(MATSUDA et al., 2012) e apresentam maior erro experimental por serem realizadas
manualmente (ROSCHER et al., 2014).

Novas técnicas, como a analise digital de imagens, permitem aumentar a precisao das
medigdes, reduzir o tempo da analise e, portanto, sdo consideradas mais eficientes do que as
técnicas tradicionais (FELIX et al.,, 2020; KAPADIA; SASIDHARAN; KALYANRAO,
2017).

O uso de andlises computadorizadas em imagens constitui uma das alternativas
inovadoras de fenotipagem digital que permite avaliar caracteristicas fisicas e morfoldgicas
(WIWART et al.,, 2019) relacionadas a geometria, cor, forma e textura das sementes
(ANDRADE et al., 2016; GRANITTO; VERDES; CECCATTO, 2005) a fim de quantificar a
diversidade genética (KRAUSE et al., 2017) e caracterizar genotipos procedentes de
diferentes locais. Essas informacbes sdo de fundamental importancia nos programas de
melhoramento genético, pois com a andlise de sementes sera possivel identificar combinacdes
hibridas que possam produzir elevados efeitos heteroticos, como também, maior variabilidade
genética nas geracdes segregantes (GONCALVES et al., 2009; ROCHA et al., 2009).

Diversos estudos estdo sendo conduzidos para avaliar a divergéncia genética de

sementes por meio da andlise digital de imagens, principalmente para espécies agronémicas



(BAEK et al., 2020; PINTO et al., 2018; ROSCHER et al., 2014; SAU et al., 2019; WIWART
et al., 2019). No entanto, no &mbito florestal essa técnica ainda é pouco investigada (FELIX et
al., 2020).

Os estudos morfométricos destacam-se na avaliacdo da variabilidade dos caracteres
morfologicos para espécies nativas, de modo que essa variacdo fisica de tamanho,
determinada pelo gendtipo, € influenciada diretamente pelas condi¢fes abidticas durante sua
formacdo (BRAGA et al., 2007; NOBRE et al., 2015). Dentre as condi¢bes abidticas é
possivel destacar a salinidade e sodicidade, condi¢des frequentemente constatadas em solos
tropicais, afetando aspectos fisioldgicos, morfoldgicos e bioquimicos das plantas (DEUNER
etal., 2011).

Em regides semiaridas, onde se observa a ocorréncia natural da espécie em estudo, 0s
solos frequentemente apresentam elevada quantidade de sais devido a baixa precipitacdo
pluviométrica média anual associada a altas taxas de evaporacao, uma vez que 0s sais ndo sdo
lixiviados e acumulam-se no solo acarretando em diversos problemas para a germinacéo,
estabelecimento e crescimento das plantas (HOLANDA et al., 2007; VASCONCELOS et al.,
2013). Diante disso, conhecer a tolerancia das espécies em relacéo ao seu cultivo é de extrema
relevancia para a propagacdo, adaptacdo e perpetuacdo das espécies.

Para que o processo de germinagdo ocorra € necessario que existam condicdes
ambientais favoraveis de oxigénio, luminosidade, temperatura e disponibilidade hidrica
(CARVALHO; NAKAGAWA, 2012). Entretanto, essas condigdes ndo séo suficientes quando
as sementes sao submetidas a condi¢fes adversas, como é o caso de substratos salinizados.

Os sais afetam o crescimento das plantas em diferentes estigios de desenvolvimento,
contudo, os processos de germinacdo, emergéncia e crescimento inicial, sdo as fases mais
afetadas pela salinidade (GUIMARAES et al., 2013). O alto teor de sais pode inibir a
germinacdo através do impedimento da absorcdo de dgua devido aos efeitos toxicos dos ions
de Na* e CI" em excesso, ocasionando a limitagdo da disponibilidade hidrica no solo, o atraso
e a reducdo no numero de sementes germinadas (ARAUJO et al., 2016; BRAGA,; SOUSA;
ALMEIDA, 2009), perdas no transporte e acumulacdo de reservas, resultando em baixa
viabilidade e vigor das sementes, além de ter o seu processo de deterioracdo acelerado
(SILVA et al., 2016).

Para avaliar a tolerancia das plantas ao excesso de sais, um dos métodos mais difundidos
no meio cientifico é a observacdo da porcentagem de germinacdo das sementes e o

desenvolvimento inicial de plantulas através do uso de substratos contendo solugdes salinas.



A reducdo do poder germinativo, comparado ao controle, serve como um indicador do indice
de tolerancia da espécie a salinidade (TAIZ et al., 2017). Entretanto, essa resposta a tolerancia
ao estresse pode variar com relacdo a especies, os estagios de desenvolvimento e 0s genotipos
(TESTER; DAVENPORT, 2003). Desta forma, conhecer o comportamento dos diferentes
genotipos e seus mecanismos fisioldgicos de tolerancia é essencial para o entendimento dos
efeitos do estresse, de forma a viabilizar a propagacao de plantas em ambientes salinizados.

Devido a falta de informagdes em nivel de genética de popula¢es, manejo sustentavel
de recursos e em virtude das propriedades de resisténcia e durabilidade da madeira, a Mimosa
caesalpiniifolia Benth. tem sido explorada de forma indiscriminada, sendo incluida na lista de
espécies vulneraveis do World Conservation Monitoring Centre (IUCN) e encontrando-se em
alto risco de extin¢do a medio prazo de populacdes naturais.

Assim, o desenvolvimento de protocolos que visam a manutencdo da variabilidade
genética em populacdes naturais, como também a avaliacdo do comportamento das espécies
em substratos salinos, com intuito de selecionar plantas tolerantes aos sais representam uma
alternativa viavel para a conservacdo, propagacdo e perpetuacdo da espécie, tendo em vista
seu grande potencial econdmico para as regides semiaridas.

No capitulo |, especificamente, avaliou-se a divergéncia genética entre progénies de
Mimosa caesalpiniifolia a partir dos caracteres morfométricos medidos por meio do
processamento digital de imagens. No capitulo 1l avaliou-se diferentes progénies de Mimosa
caesalpiniifolia tolerantes ao estresse salino, a fim de estimar os pardmetros genéticos e
predizer os ganhos esperados com a selecdo, como também avaliar a interacdo genotipo x
ambiente, a fim selecionar progénies de Mimosa caesalpiniifolia tolerantes ao estresse salino,

visando estudos de divergéncia genética.
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2. REVISAO
2.1 Mimosa caesalpiniifolia Benth.

A Mimosa caesalpiniifolia Benth. conhecida popularmente por sabia ou sansdo-do-
campo é uma espécie pertencente & familia Fabaceae e a subfamilia Mimosoideae, nativa da
Caatinga (MAIA, 2004). E uma arborea pioneira, decidua, heliofila, xer6fila com ocorréncia
preferencialmente em solos profundos e alta capacidade de regeneracdo e resisténcia a seca
(BALBINOT et al., 2010; CARVALHO, 2007). Ocorre naturalmente na regido nordeste do
Brasil, distribuindo-se do Maranhéo até a Bahia. Além de ter sido introduzida com éxito nas
regibes Norte, Sul, Sudeste e Centro-oeste do pais (BRAGA et al., 2007; RIBASKI et al.,
2003).

A espécie varia de arbusto a arvore perenifdlia podendo alcancar até 10 metros de
altura, com tronco de 20-30 cm de didmetro revestido por casca com ritidoma escamoso de
aspecto entouceirado e boa capacidade de rebrota. Suas folhas sdo alternas, bipinadas com 4 a
6 pinas opostas, onde cada pina é constituida de 4 a 8 foliolos elipticos e ovais,
(CARVALHO, 2007; LIMA, 2012; RIBASKI et al., 2003).

Suas flores séo bissexuais, brancas, pequenas e suavemente perfumadas dispostas em
forma de espigas cilindricas, medindo de 5 a 10 cm de comprimento axilares e ordenadas em
paniculas terminais (CARVALHO, 2007; LIMA, 2012; RIBASKI et al., 2003). Seu fruto é do
tipo craspédio de cor castanho, segmentado em 5 a 9 articulos unisseminados, quadrangulares
ou retangulares, presos por dois filamentos fibrosos laterais (LIMA, 1985; MAIA, 2004,
RIBASKI et al., 2003).

As sementes de Mimosa caesalpiniifolia apresentam dorméncia tegumentar com
formato variando de obovdide a oblonga e orbicular, com 5,1 a 5,9 mm de comprimento por
4,4 a 6,3 mm de largura e 1,3 a 1,8 mm de espessura, de superficie dura e lisa e tegumento
variando de castanho-claro a marrom (ALVES et al., 2004; MAIA, 2004; RIBASKI et al.,
2003). E uma espécie mondica, tendo como vetores de polinizagdo essencialmente a abelha
africanizada Apis mellifera (NORONHA, 1997) e diversos insetos pequenos. A dispersdo dos
seus frutos e sementes ocorre por autocoria (CARVALHO, 2007).

A Mimosa caesalpiniifolia apresenta elevado valor econémico para a regido Nordeste
do Brasil em funcdo de suas inimeras potencialidades. A espécie pode ser utilizada como
cerca viva na recomposicdo de areas, devido a sua alta adaptabilidade e eficiéncia em
reabilitar solos degradados (COSTA et al., 2004) e também no uso paisagistico e medicinal
(MAIA, 2004; VALCACEL et al., 2007). E conhecida por sua relevancia apicola e por
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possuir um importante papel biolégico, como a capacidade de associagcdo simbidtica com
bactérias fixadoras de nitrogénio e com fungos micorrizicos arbusculares (CARVALHO,
2007; MENDES et al., 2013).

Suas folhas sdo utilizadas como fonte de alimento para os animais, especialmente,
durante a época seca no semiarido (LIMA et al., 2008). A madeira apresenta elevado valor
econémico, sendo empregada para diversos fins devido a alta resisténcia fisico-mecénica e
como alternativa de fonte energética por causa do alto poder calorifico (BARRETO;
MARINI, 2002; FREITAS et al., 2013).

2.2 Divergéncia genética

A selecdo de genitores e populacdes segregantes e as melhores combinacgdes entre 0s
genitores sdo fatores essenciais na obtencéo de populagdes com elevada variabilidade genética
(MOE; GIRDTHAI, 2013) e na obtencdo de genes de interesse. Em funcdo da ampla
possibilidade de combinagGes, a hibridacdo entre os genitores deve ser a mais favoravel
possivel. Dessa forma, a realizacdo de estudos sobre a caracterizacao e a divergéncia genética
entre 0s gendtipos tornam-se necessarios.

Os estudos de divergéncia genética sdao de extrema importancia no contexto de
trabalhos de conservacgdo e manutencdo de bancos de germoplasma (GUEDES et al., 2013).
Esses estudos permitem quantificar a variabilidade disponivel em um programa de
melhoramento, bem como sua distribuicdo entre ou dentro de uma amostra representada por
individuos, acessos, linhagens, cultivares, populacdes ou espécies (BOLDT, 2011).

Para quantificar a divergéncia genética podem-se utilizar marcadores genéticos, tais
como os morfolégicos e os moleculares (SANTOS et al., 2012). Os marcadores moleculares
sdo sequéncias identificaveis de DNA encontradas em localizagc6es especificas do genoma e
transmitidas pelas leis comuns de heranca de uma geracdo para outra (SEMAGN;
BJORNSTAD; NDJIONDJOP, 2006), capazes de revelar polimorfismos no nivel da
sequéncia de DNA, suficientes para diferenciar a variacdo genética entre individuos e entre
populacoes.

No entanto, estudos utilizando marcadores moleculares ndo substituem avaliacdes
necessarias para caracterizar fenotipicamente os gendtipos. Dessa forma, a predicdo da
diversidade genética a partir dos caracteres fenotipicos, em conjunto com as ferramentas
biotecnolégicas (GOMES FILHO et al., 2010), complementam-se na selecdo de gendtipos

superiores com maior acurcia e também na adogdo de estratégias em um programa de
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melhoramento para a introgressao de genes de interesse (MULATO et al., 2010), fornecendo
assim informacdes sobre variabilidade genética e fenotipica existente entre os gendtipos em
estudo (GIUSTINA et al., 2017).

A utilizacdo dos caracteres morfologicos em conjunto com as técnicas de analises
multivariadas assumem elevada importancia no que se diz respeito a avaliacdo da divergéncia
genética do conjunto de genotipos estudados, bem como verificar os caracteres que mais
contribuem para a variacdo genética nesses individuos (COSTA et al., 2016). As técnicas
multivariadas sdo utilizadas para quantificar a diversidade genética existente nas espécies em
estudo, identificando grupos similares ou dissimilares de modo a aperfeicoar o uso da
diversidade pela identificacdo dos caracteres, fornecendo assim, informacdes sobre a
divergéncia genética (CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2014)

A formacdo de grupos divergentes e a analise dos componentes principais séo métodos
frequentemente aplicados para a selecdo genética e de seus melhores preditores, pois
possibilitam unificar multiplas informagGes de um conjunto de caracteres (CRUZ; REGAZZI,
CARNEIRO, 2012). A aplicacdo de técnicas multivariadas a fim de determinar a divergéncia
genética tem se tornado comum e vem sendo empregada em diversos trabalhos (BISPO et al.,
2020; COSTA et al., 2016; MENEGATTI et al., 2017; ROELIS et al., 2019).

2.3 Morfometria de sementes

O conhecimento da biologia das espécies nativas é de fundamental importancia para os
programas de conservacdo genética e manutencdo de bancos de germoplasma (MOURA;
CHAVES; NAVES, 2013), identificacdo de acessos semelhantes em populagGes naturais
(COSTA et al., 2016) e implantacéo de modelos de recomposicéo vegetal.

Diversas metodologias séo utilizadas para caracterizacdo dos individuos, dentre essas,
a divergéncia genética avaliada por meio da caracterizacdo morfoldgica, fotoquimica,
bioquimica e marcadores moleculares (PUPIN et al., 2017; SANTOS et al., 2012)

As analises morfométricas em sementes subsidiam informagdes importantes no que
diz respeito a qualidade dos lotes, constituindo-se como elementos necessarios para a
determinacédo da diversidade genética entre individuos e entre populagfes da mesma espécie
(CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2012), no estabelecimento das espécies em novos
ambientes como resultado da dindmica populacional (ANDRADE et al., 2010; COSTA et al.,

2016), conservacéo e exploracdo das espécies (SILVA et al., 2017), sendo assim considerados
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parametros fundamentais para o entendimento da dispersdo, sobrevivéncia e estabelecimento
de plantulas (FENNER; THOMPSON, 2005).

Esses estudos apresentam também elevada importancia dentro dos trabalhos de
taxonomia e fisiologia vegetal a partir da diferenciacdo de espécies do mesmo género e entre
variedades de uma mesma espécie (ALVES et al., 2007), na qual, fornecem informacdes
importantes para caracterizacdo dos aspectos ecologicos e também na identificacdo e
verificacdo de influéncia fenotipica decorrente das interacdes entre os fatores ambientais e
genéticos (VIEIRA; CARVALHO, 2009). A auséncia desses estudos dificultam pesquisas
sobre a regeneracdo natural, silvicultura e preservacdo de espécies que correm risco de
extincdo (BARRETTO; FERREIRA, 2011).

Nas especies arboreas ocorre uma grande variabilidade com relagdo aos caracteres
morfométricos de frutos e sementes e embora 0s constituintes principais das sementes, do
embrido, dos tecidos de reserva e do envoltério ndo variem na natureza (BRITO et al., 2014a),
dentro da mesma espécie existem variacGes individuais em funcdo da influéncia de fatores
genéticos e ambientais durante o desenvolvimento das sementes e a alta variabilidade genética
(MONTEIRO; FIOREZE; NOVAES, 2016; ROELIS et al., 2019).

Tendo em vista que os aspectos morfométricos das sementes permitem expressar
diferencas ao ambiente de ocorréncia das espécies e que o acompanhamento dessas variagdes
possibilita estimar diferencas restritas ao componente genético e fenotipico, diversos estudos
séo realizados visando identificar a divergéncia genética a partir de caracteres morfoldgicos
(BISPO et al., 2020; BRITO et al., 2014a; LEAO et al., 2018; ROVERI NETO; PAULA,
2017a; SILVA et al., 2018b; VIEIRA; CARVALHO, 2009).

Os principais caracteres morfoldgicos avaliados nesses estudos estdo relacionados ao
tamanho e peso de sementes. Além desses existem varios outros caracteres de importancia
como a geometria, cor, forma e textura das sementes (ANDRADE et al., 2016; GRANITTO;
VERDES; CECCATTO, 2005). No entanto, algumas caracteristicas sdo de dificil obtencao
por meio das técnicas manuais (BAEK et al., 2020), sendo de fundamental importancia
identificar meios eficientes para a caracterizacdo de variaveis morfologicas visando a selecdo
de gendtipos superiores, como também, tornar os processos de avaliagcdes fenotipicas mais

rapidos e precisos.
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2.4 Processamento digital de imagens em sementes

Os procedimentos basicos para obtencdo de dados relacionados a morfometria de
sementes, apesar da facilidade e simplicidade, envolvem algumas limitagdes como a analise
de poucas varidveis que estdo sujeitas a alto erro experimental por serem realizadas de forma
manual e demandar um tempo relativamente maior (MATSUDA et al., 2012; ROSCHER et
al., 2014). Diante dessas dificuldades, faz-se necessario a inclusdo de pesquisas e
metodologias inovadoras com a perspectiva de precisdo, confiabilidade, uniformizacdo e
rapidez na obtencdo dos resultados. Assim, a analise digital de imagens surge como uma
alternativa promissora na obtencdo desses objetivos.

O processamento digital de imagens é constituido de diversas etapas, tais como:
aquisicdo da imagem, pré-processamento da imagem, segmentacdo, representacdo, descricéo,
reconhecimento e a interpretacdo. A aquisicao é o processo de obtencdo da imagem mediante
a um sensor de imageamento capaz de digitalizar o sinal produzido. O pré-processamento tem
a finalidade de melhorar a qualidade da imagem a fim de facilitar a aplicacdo das etapas
posteriores por meio de técnicas de realce de contraste, delimitacdo de regides de interesse,
remocdo de ruidos e entre outros (GONZALEZ; WOODS, 2008, 2010; RODRIGUES, 2015).

A segmentacdo é o processo no qual a imagem de entrada ¢ dividida em segmentos ou
objetos constituintes, seguida da representacdo que é considerada o modo adequado de
representar os dados para um posterior processamento. No processo de descricdo ou selecdo
de caracteristicas, ocorre a extracdo de caracteristicas basicas (descritores) que diferenciem as
classes de objetos (GONZALEZ; WOODS, 2008, 2010).

O reconhecimento da imagem é o processo que atribui um rétulo a um objeto de
acordo com a informacédo fornecida pelo respectivo descritor. Por fim, a interpretacdo da
imagem consiste na definicdo de significado a um conjunto de entidades rotuladas
(GONZALEZ; WOODS, 2008).

O uso de analises computadorizadas em imagens digitais tem se mostrado eficiente na
avaliacdo dos componentes fisicos e fisiologicos de sementes, sendo assim alvo de varios
estudos nas mais diversas espécies como na caracterizacdo fisica da qualidade de sementes de
Bowdicha virgilioides Kunth (LIMA et al., 2018), diversidade entre acesso de Jatropha
curcas L. com base em analises de raio-x (PINTO et al., 2018), variacdo nos parametros
morfométricos de gendtipos de Carmelina sativa (WIWART et al., 2019), avaliacdo do

incremento de &rea em sementes de Moringa oleifera Lam durante a embebi¢cdo (NORONHA,;



15

MEDEIROS; PEREIRA, 2019) e na avaliagdo do vigor de sementes de Moringa oleifera Lam
(PEREIRA et al., 2020).

Diferentes sistemas de processamento de imagens, como o SeedCount®, SeedSize® e
SmartGrain®, que possibilitam mensurar caracteres fenotipicos de interesse vém sendo
aplicados na determinacdo da divergéncia genética em sementes (LOBET; DRAYE;
PERILLEUX, 2013; TANABATA et al., 2012). Dentre os sistemas que s3o capazes de
mensuracio de dados destaca-se o0 Imagel®, (Image Processing and Analysis in Java),
programa de processamento de imagens digitais obtidos por camera ou escaner e
desenvolvido no National Institutes of Health (BARBOSA et al., 2016).

O ImageJ® é considerado como o software de processamento de imagens mais rapido
do mundo (MIART et al., 2018), destacando-se por sua facilidade de uso, linguagem de
macro gravavel e arquitetura extensivel de plugins (RUEDEN et al., 2017). O uso do software
para o desenvolvimento de algoritmos e posterior criacdo de macro personalizaveis tem sido
relatado com éxito na fenotipagem de polen (TELLO et al., 2018), fenotipagem simultanea de
mucilagem solivel e morfometria de sementes (MIART et al.,, 2018), analises morfo-
calorimétricas (SAU et al., 2019), analises de viabilidade por meio de raio- x (TORRES et al.,
2020), entre outros estudos. No entanto, sua aplicagdo para o processamento digital de
imagens visando avaliar a divergéncia genética em espécies florestais tem se limitado a
poucos estudos (FELIX et al., 2020).

Além de suas vantagens, o software esta disponivel gratuitamente por meio do “link”

(https://imagej.nih.gov/ij/download.html), tornando-o assim mais atrativo, em funcdo da sua

alta precisdo e baixo custo de obtencdo de dados que esta limitado aos equipamentos
necessarios para obtencao e armazenamento das imagens.

A atual situacdo do conhecimento sobre o potencial de utilizacdo da analise e
processamento de imagem em diversos segmentos relacionados a sementes florestais séo
incipientes. Dessa forma, observa-se a necessidade da exploragédo das tecnologias disponiveis
no processo de obtencdo e andlise de dados fenotipicos em pesquisas cientificas na area de
tecnologia de sementes, bem como, difundir o uso das técnicas de analise automatizada na

avaliacdo da divergéncia genética em sementes florestais.

2.5 Salinidade
A salinizagdo dos solos € um dos fatores abidticos que mais limita o crescimento e a

nutricdo de plantas em regifes de clima arido e semiarido. Nessas regifes 0s solos
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frequentemente apresentam elevada quantidade de sais devido & baixa precipitacdo
pluviométrica média anual associada a altas taxas de evaporacdo, acarretando diversos
problemas para a germinacao, estabelecimento e crescimento das plantas (HOLANDA et al.,
2007; VASCONCELOS et al., 2013).

Os efeitos dos sais sobre as plantas podem causar grandes limitacbes como déficit
hidrico, toxidez provocada por ions e desequilibrio nutricional (LIMA et al., 2019). Além
disto, muitos processos fisioldgicos e metabolicos sdo prejudicados (NOBRE et al., 2013),
como por exemplo a sintese de proteinas, metabolismo de lipidios, fotossintese e outros. Uma
das respostas iniciais € a reducdo da expansdo da superficie foliar acompanhada da
intensificacdo do estresse, ocasionando assim a reducdo na taxa de crescimento das plantas e
no tamanho de frutos e sementes (ASHRAF, 2010)

Em resposta aos danos causados pela salinidade muitas plantas ampliaram seus
mecanismos de tolerancia aos estresses (GOLLDACK et al., 2014). Em geral, plantas
tolerantes a salinidade realizam ajustes osmoticos através do acimulo e compartimentalizacéo
de solutos osmoticamente ativos para permitir a absorcdo de agua sob essas condicGes
(YAMAGUCHI; BLUMWALD, 2005).

Algumas espécies vegetais desenvolveram mecanismos que lhes garantem sobreviver
em ambientes com altas concentracGes salinas (ARIF et al., 2020). As plantas podem ser
divididas em dois grupos com base na sua tolerancia as concentracfes de sais: haldfitas e
glicofitas. O primeiro grupo encontram-se aquelas que apresentam condigdes fisiologicas
capazes de suportar altas concentracdes de sais na solucdo do solo, enquanto que no segundo
grupo encontram-se as que apresentam menor tolerancia a salinidade (TAIZ et al., 2017), no
entanto, respondem de forma similar ao aumento da intensidade dos sais variando em funcao
dos limites de tolerancia (MOURA et al., 2011).

A tolerancia depende da habilidade da planta em controlar o transporte dos sais em
cinco pontos especificos: i) Seletividade no processo de absorcao pelas células das raizes; ii)
Carregamento do xilema, preferencialmente com K* mais do que com Na+ ; iii) Remocdo do
sal do xilema na parte superior das raizes, caule, peciolo ou bainhas foliares; iv)
Retranslocacdo de Na* e CI" no floema, garantindo a auséncia de translocagédo para tecidos da
parte aérea em processo de crescimento e; v) Excrecdo de sais através de glandulas ou pelos
vesiculares presentes apenas nas haldfitas. A tolerancia em glicofitas depende dos trés
primeiros mecanismos, sendo que esses ocorrem em diferentes graus em funcdo da espécie
e/ou cultivar (MUNNS et al., 2002).
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2.6 Efeito da salinidade em sementes

A qualidade fisioldgica das sementes € um aspecto de grande relevancia para o
estabelecimento do estande da cultura em campo. Aspectos fisicos, fisiologicos, genéticos e
sanitarios relacionados a qualidade das sementes sdo considerados atributos bésicos e
essenciais para garantir o sucesso da producdo (BARROZO et al., 2012). As condices e
técnicas ambientais adotadas durante a producdo das sementes podem influenciar sua
qualidade fisiologica e seu vigor pode ser afetado (MARCOS FILHO, 2013), principalmente,
se for submetido a condigOes de estresse.

O efeito do estresse salino durante a fase de producéo de sementes pode causar perdas
no transporte e acimulo de reservas, resultando em sementes com baixo vigor, ou seja, baixa
qualidade. Assim, a condicdo da semente refletira no estande das plantas afetando o seu
desempenho tanto do ponto de vista nutricional quanto de qualidade (SILVA et al., 2016;
SOUZA NETA et al., 2016).

A salinidade pode afetar as plantas de trés maneiras: i) efeito osmético, causando
déficit hidrico, proveniente do potencial de &dgua mais baixo na raiz; ii) efeito toxico,
decorrente da toxicidade i6nica associada a absorcdo excessiva, principalmente, de ClI- Na™;
iii) efeito nutricional, através do desbalanco nutricional ocasionado pela reducdo na absorcao
e/ou transporte para a parte aérea da planta (LIMA et al., 2019). Com isso, ha um aumento na
quantidade de sais no citoplasma o que inibe a atividade das enzimas em Vvarias vias
metabolicas (PRISCO et al. 2016). Além disso, os ions promovem efeitos negativos na
divisdo e diferenciacédo celular, na capacidade das plantas de adquirir e translocar nutrientes
(DANTAS et al., 2011) e, consequentemente, no desenvolvimento e formagédo do embri&o.

O efeito negativo da toxidade idnica sob a planta mae pode causar perdas no transporte
e acumulacdo de reservas, resultando em baixa viabilidade e vigor das sementes, e em ter o
seu processo de deterioracdo acelerado (SILVA et al., 2016). As respostas das plantas a tais
efeitos dependem de diversos fatores, dentre eles o genoétipo, estado fenoldgico, o tipo e a
intensidade dos sais. De modo que, cada espécie demonstra uma capacidade especifica de
tolerar a salinidade durante a fase de germinacao.

A observacao da porcentagem de germinacao e o desenvolvimento inicial de plantulas,
por meio do uso de substratos contendo solugdes salinas, € um dos métodos mais utilizados
para a determinacdo das sementes a tolerdncia aos sais, em que, a reducdo do poder
germinativo, comparado ao controle, serve como um indicador do indice de tolerancia da
espécie (TAIZ et al., 2017).
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Nesse sentido, os efeitos da salinidade sobre a germinacdo vém sendo estudados em
diversas espécies florestais a exemplo de Piptadenia moniliformis Benth. (Pereira et al.,
2016), Mimosa ophthalmocentra Mart. ex Benth (Nogueira et al. 2018), Clitoria fairchildiana
Howard (Silva et al., 2019), Setaria viridis (L.) P. Beauv. (Ferreira et al. 2020), nos quais
verificaram que o0 aumento das concentracOes salinas afetou negativamente a germinacgéo e o

desenvolvimento inicial de plantulas.
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RESUMO

Em virtude das propriedades de resisténcia e durabilidade da madeira a Mimosa
caesalpiniifolia tem sido bastante explorada no nordeste do Brasil, sendo incluida na lista de
espécies vulneraveis do World Conservation Monitoring Centre. Assim, o desenvolvimento
de protocolos visando a manutencédo da variabilidade genética, como o estudo da morfometria
de sementes por meio da analise digital de imagem, destacam-se por avaliar caracteristicas
fisicas e morfoldgicas importantes para os estudos de diversidade e conservacao da espécie.
Diante disto, o objetivo deste estudo foi realizar a morfometria de sementes de M.
caesalpiniifolia por meio da andlise de imagem como subsidios para estudos de diversidade
genética. Para isso, realizou-se a analise morfométrica das sementes de 16 progénies
provenientes dos estados CE, PE, Pl e RN por meio do paquimetro digital e o software
ImageJ®. Foram obtidas as seguintes variaveis: area (AR), perimetro (PE), circularidade (CI),
comprimento (CS), largura (LS), redondeza (RE) e solidez (SO). Posteriormente, realizou-se
as andlises de correlagdo entre os métodos (Paquimetro x ImageJ®), correlagdo fenotipica e
genotipica entre as varidveis morfométricas e analises de varidncia uni e multivariada. O
processamento digital de imagens se mostrou eficiente para discriminar as diferencas
morfométricas entre as procedéncias estudadas, as quais possuem variacdo dos aspectos de
AR, PE, CI, CS, LS, RE, SO, decorrente das diferencas genéticas da espécie. As estimativas
de pardmetros genéticos evidenciam alto controle genético para as caracteristicas de AR, PM,
LS e CS, podendo haver ganhos na sele¢cdo com base no genotipo. Assim, a anélise de
imagem apresenta-se como uma ferramenta util para diferenciacdo morfométrica e selecdo de
gendtipos produtores de sementes em estudos de divergéncia e melhoramento genético desta

espeécie.

Palavras-chave: Analise de imagem; Variaveis morfoldgicas; Sementes florestais;

Parametros genéticos; Analise multivariada.
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SANTOS, PAULO CESAR DA SILVA. MORPHOMETRY OF Mimosa caesalpiniifolia
Benth. SEEDS THROUGH IMAGES IN GENETIC DIVERGENCE STUDIES. 2021.
Advisior: Ricardo Gallo. Co-advisior: Eliane Cristina Sampaio de Freitas; Marcone Moreira
Santos.

ABSTRACT

Due to the wood's resistance and durability properties, a Mimosa caesalpiniifolia has been
extensively explored in northeastern Brazil, being included in the list of vulnerable species of
the World Conservation Monitoring Center. Thus, the development of protocols to maintain
genetic variability, such as the study of seed morphometry through image analysis, stands out
for physical and morphological evaluations of fundamental importance for the conservation of
diversity and species studies. Given this, the objective of this study was to perform the
morphometry of M. caesalpiniifolia seeds by means of image analysis, as subsidies for studies
of genetic diversity. For this, the morphometric analysis of the seeds of 16 progenies from the
states CE, PE, Pl and RN was performed, using the digital caliper and the ImageJ® software.
The following variables were adjusted: area (AR), perimeter (PE), circularity (ClI), length
(CS), width (LS), roundness (RE) and solidity (SO). Subsequently, correlation analyzes
between methods (Pachymeter x ImageJ®), phenotypic and genotypic correlation between
morphometric variables and univariate and multivariate analysis of variance were performed.
Digital image processing is efficient to discriminate as morphometric differences between the
studied origins, as they have variation in the aspects of AR, PE, CI, CS, LS, RE, SO, due to
the genetic differences of the species. The characteristics of genetic parameters show high
genetic control for the characteristics of RA, PM, LS and CS, and there may be gains in
selection based on the genotype. Thus, an image analysis presents itself as a useful tool for
morphometric differentiation and selection of seed producing genotypes in studies of
divergence and genetic breeding of this species.

Keywords: Image analysis; Morphological variables; Forest seeds; Genetic parameters;

Multivariate analysis.
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1. INTRODUCAO

A caracterizacdo genética de espécies perenes pode ser realizada por meio de
descritores botéanicos e morfologicos (COSTA et al., 2016). Tendo em vista que a ampla
variagdo existente de frutos e sementes nas espécies nativas refletem na biodiversidade
existente, estudos de divergéncia genética envolvendo a caracterizagdo morfométrica de
sementes se fazem necessarios.

Estudos envolvendo a caracterizagdo morfométrica de sementes demonstram-se de
grande importancia para 0s estudos de conservacdo e propagacdo, tendo em vista que
subsidiam informacGes sobre dispersdo e classificacdo de grupos ecoldgicos (ROVERI
NETO; PAULA, 2017b), conservacdo e exploracdo das espécies (SILVA et al., 2017),
estabelecimento de plantulas (MATHEUS; LOPES, 2007), na determinacdo da diversidade
genética inter e intrapopulacional, como também as relagcbes com os fatores edafoclimaticos
(COSTA et al.,, 2016; GONCALVES et al., 2013), diferenciacdo de espécies do mesmo
género e entre variedades de uma mesma espécie (ALVES et al., 2007), fornecendo assim,
informacdes importantes para caracterizacao dos aspectos ecoldgicos das espécies.

No entanto, os procedimentos basicos para obtencdo de dados relacionados a
morfometria envolvem algumas limitacdes, como a andlise de poucas variaveis, alto erro
experimental e demandam um tempo relativamente maior (MATSUDA et al., 2012;
ROSCHER et al., 2014). Diante dessas limitacGes faz-se necessario a inclusdo de pesquisas e
metodologias inovadoras, como a utilizacdo de analise digital de imagens.

A andlise computadorizada em imagens é considerada uma técnica inovadora e viavel,
empregada para aumentar a precisdo dos dados analisados e também na reducdo do tempo da
analise. Considerado um dos métodos rapidos e eficientes em comparacdo as técnicas
tradicionais (FELIX et al., 2020; KAPADIA; SASIDHARAN; KALYANRAO, 2017).

Possibilita a avaliacdo de caracteristicas fisicas e morfoldgicas (WIWART et al.,
2019), como geometria, cor, forma e textura das sementes (ANDRADE et al., 2016;
GRANITTO; VERDES; CECCATTO, 2005), a fim de quantificar a diversidade genética
(KRAUSE et al., 2017) e caracterizar genétipos procedentes de diferentes locais, contribuindo
assim em estudos relacionados a taxonomia, catalogacdo e conservacdo de espécies
(UCCHESU et al., 2016).

O desenvolvimento de protocolos que visam a manutengdo da variabilidade genética
em populagbes naturais auxilia na conservagdo e perpetuacdo da espécie, principalmente

guando a espécie se encontra em alto risco de extingdo das populagcbes naturais a médio prazo,
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como é o caso da Mimosa caesalpiniifolia. Assim, este estudo objetivou determinar a
divergéncia genética entre progénies de a partir dos caracteres morfométricos medidos por
meio do processamento digital de imagens, com vista a selecionar matrizes produtoras de

sementes.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Area de estudo

O estudo foi realizado no Laboratério de Anélise de Sementes Florestais (LASF) do
Departamento de Ciéncia Florestal (DCFL) da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE), sede em Recife. Os frutos de M. caesalpiniifolia foram coletados manualmente em
16 arvores distribuidas em quatro diferentes Estados (procedéncias) (Figura 1) com condicGes

edafoclimaticas distintas (Tabela 1).
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Figura 1. Localizacéo das éareas de coleta de sementes de Mimosa caesalpiniifolia Benth.
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Tabela 1. Localizacdo geografica e condicdes edafocliméticas dos Estados (RN: Rio Grande do Norte;
CE: Ceara; PI: Piaui; PE: Pernambuco), onde foram realizadas as coletas de sementes de Mimosa
caesalpiniifolia Benth.

Upanema (RN) Caririagu (CE) Urucui (PI) Araripina (PE)
PG1 PG5 PG9 PG13
05°29'38.9"S 07°12'57.75"S; 07°14'52.5"S 07°28'00.9"S
37°19°36.2"0 39°26°11.89"0 44°32'31.7"0 40°24'31.7"0
Coordenadas PG2 PG6 PG10 PG14
geograficas 05°26'08.0"S 07°15'13.25"S; 07°13'59.1"S 07°27'54.46"S;
37°19°35.2"0 39°23°59.02"0 44°32'57.7"0 40°24'36.95"0
PG3 PG7 PG11 PG15
05°26'08.5"S 07°08'8.19"S; 07°14'37.5"S 07°27'56.09"S;
37°19°35.2"0 39°34°26.47"0 44°32'43.0"0 40°24'37.06"0O
PG4 PG8 PG12 PG16
05°27'18.5"S 07°14'16.13"S; 07°14'52.0"S 07°27'56.27"S;
37°19°33.2"0 39°25°42.84"0 44°33'43.3"0 40°24'37.18"0
Latossolo Solos Aluvias, Latossolos Planossolos, Brunos
vermelho Solos Litolicos, ~ Amarelos, alicos néo calcios,
Amarelo . ou distréficos, Podzdlicos, Solos
Podzdlico - L)
) Eutréfico: vermelh Podzdlico Litolicos
Tipo de solo N, ermelho- Vermelho-
Redzina e Amarelo
Cambissolo amarelo
Eutréficos concrecionario,
plintico ou ndo
plintico
Caatinga
: Arbustiva Densa, .
Caatinga Cerrado. Floresta Cerrado, Caatinga
. Hiperxerofila Subcaducifélia Cerradio Hiperxerofila com
Vegetagao Tropical Pluvial trechos de Floresta
Floresta Caducifélia
Caducifolia
Espinhosa
Plano, Suave- Depresséao Superficie tabular Suave-ondulado,
ondulado Sertaneja, reelaborada, plana cortada por vales
Relevo Macicos ou levemente estreitos, com
Residuais ondulada vertentes dissecadas
Temperatura 28,1 25 25,5 26,5
média (°C)
Pluviosidade 469,8 1.127,1 800 674
(mm ano™)

Fonte: Aguiar and Gomes (2004); Beltrdo et al. (2005a;2005b); Branddo and Feitosa (1998).
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2.2 Beneficiamento e armazenamento de sementes

Apdbs a coleta, as sementes de M. caesalpiniifolia foram beneficiadas por debulha
manual retirando-se as sementes mal formadas, quebradas, atacadas por insetos ou com
presenca de fungos. Posteriormente a retirada das impurezas as sementes foram
acondicionadas em embalagem de papel em ambiente refrigerado (4 °C), permanecendo

nessas condicOes até a fase experimental.

2.3 Caracterizacdo morfométrica de sementes

A avaliagdo morfométrica das sementes foi realizada utilizando dois métodos,
paquimetro digital e software Imagel®. Foram selecionadas 100 sementes separadas
aleatoriamente por cada procedéncia e cada arvore, sendo mensuradas (comprimento e
largura) por meio de paquimetro digital graduado em milimetro com precisdo de 0,05 mm.

O processamento digital de imagens foi realizado por meio do programa ImagelJ®, no
qual 100 sementes de cada procedéncia e cada arvore foram dispostas em folhas brancas e
fotografadas com camera de lente de 12mp a uma distancia de 30 cm das sementes. Utilizou-
se uma régua graduada em milimetros como escala. Conforme a metodologia adaptada
proposta por Silva et al. (2013) foi mantida a mesma condi¢cdo para todas as sementes
avaliadas.

As imagens foram selecionadas no software ImageJ® e convertidas para o formato de
8 bits (256 tons). Em seguida, empregou-se a mascara threshold para contrastar os
componentes da imagem com as sementes e procedeu-se com a analise das sementes
(particulas) segundo metodologia de (FELIX et al., 2020) (Figura 2).
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Figura 2. Etapas do processamento digital de imagens para obtencdo da biometria de sementes de M.
caesalpiniifolia por meio do software ImageJ®.

Foram analisadas as varidveis morfométricas das sementes: area (mm2), perimetro
(mm), circularidade (0,0-1,0), comprimento (mm), largura (mm), redondeza (0,0-1,0) e
solidez (0,0-1,0) (Tabela 2; Figura 3).

Tabela 2. Descricdo das varidaveis morfometricas empregadas no processamento digital de imagens
em sementes de M. caesalpiniifolia Benth. utilizando o software ImageJ® de acordo com Felix et al.

(2020).
Variavel Descricdo
A Avrea de selegdo da semente em unidades quadradas calibradas, calculado dentro do
rea
poligono definido pelo perimetro (mm?).
i Comprimento do limite externo da selecdo da semente em unidades quadradas
Perimetro

Circularidade

Comprimento

calibradas, calculado a partir dos centros dos pixels limite (mm).
Valor escalar de 0,0 a 1,0 indicando um circulo perfeito quando préximo a 1,0 para a

[Area]

[Perimetro]*’

forma da semente em relagdo ao seu perimetro 4 X

Maior distdncia entre dois pontos ao longo do limite de selecdo da semente em

unidades quadradas calibradas (mm).
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Menor disténcia entre dois pontos ao longo do limite de selecdo da semente em

Largura ] ]
unidades quadradas calibradas (mm).

Valor escalar de 0,0 a 1,0 indicando um circulo perfeito quando préximo a 1,0 para a

Redondeza [Area]

forma da semente em relac&o ao eixo maior 4 X —————
m.[Eixo maior]

Valor escalar de 0,0 a 1,0 indicado com relacdo a selecdo de &rea convexa da

Solidez [Area]

semente —
[Area convexa]

)
2
£
&
g
=i
=)
a
)
Q

Figura 3. Representacdo grafica dos pardmetros morfométricos mensurados para sementes de M.
caesalpiniifolia Benth. utilizando o software ImageJ®.

2.4 Anélises estatisticas

Foram realizados testes de correlacdo de Pearson entre comprimento e largura para 0s
dois métodos utilizados (Paquimetro x ImagelJ®). Para a interpretacdo dos resultados
considerou-se uma correlagdo fraca quando o coeficiente de Pearson (r) variou de r = 0,00 até
0,30, regular quando r > 0,31 até 0,60, forte > 0,61 até 0,90, muito forte quando r > 0,91 até
0,99 e plena ou perfeita quando r = 1,00 (CALLEGARI-JACQUES, 2003).

Para a analise de variancia univariada dos caracteres fenotipicos o delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC), considerando 16 tratamentos
(progénies) com 100 repeti¢cBes cada (sementes). Os dados foram submetidos a analise de
variancia e quando ocorreu diferenca significativa (p < 0,05), o teste de Scott e Knott (1974)
foi aplicado (p < 0,05), para representacdo grafica utilizou as médias padronizadas para fins
comparativos entre caracteres. Também nesta etap, foi estabelecida a correlagcdo de Pearson
entre as caracteristicas fenotipicas avaliadas. Foi considerada como significativa a correlagéo

de Pearson com p < 0,01 e p <0,05.
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Para a extracdo dos valores genotipicos e componentes de variancia foi utilizada a
metodologia de modelos mistos, onde foi considerado o modelo em um delineamento
inteiramente ao acaso, teste de genotipos ndo aparentados, varias plantas (sementes) por
parcela, com a insercdo de efeitos de procedéncias no local dos efeitos de parcelas, sendo:

y=Xu+Zg+Wp+e
em que: y é o vetor de dados, u é o efeito da média geral (fixo), g € o vetor dos efeitos
genotipicos (aleatdrios), p é o vetor dos efeitos de procedéncias (aleatorios), e é o vetor de
erros ou residuos (aleatérios). As letras maidsculas representam as matrizes de incidéncia para
os referidos efeitos.

X, Z e W = matrizes de incidéncia para u, g e p, respectivamente.

Distribuicdes e estruturas de medias e variancias:

y Xu 62 0 0
0 g J
E ‘g =10l Varlpl =10 oy O
e 0 € [0 0 Ic?
Equac6es de modelo misto:
X'X X'z xX'w a1 [X'y
Z'X Z'Z+1A Z'w H =|Z'y |, em que:
w'x w'z W'W + 12,|lpl W'y
_ ot _ 1-hg-cp, _ot_ 1himo
MEG= T =0 T
2 _ g

= = herdabilidade individual no sentido amplo, ou seja, dos efeitos
g 0§+a§+a§

genotipicos totais;

2

(of - . ~ . A .
L = coeficiente de determinagdo dos efeitos de procedéncias;

b = rroria?
gTOopTOe

o/ = variancia genotipica;

o = variancia genotipica entre procedéncias;

02 = variancia residual;

Estimadores de componentes de variancia por REML via algoritmo EM:

6-2 _ [yly_,u\l le_g\l Zly_i)\l le]-

e [N=7(x)] !
~2 _ |9'g+8% trc??],
Oy = . ;
Al A1 72 33
~ p p+og trC
65 = poroier e o que:
S

C% e C* advém de:
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Ci1 Cip Ci3] " ctt c*? 3
c'= [C21 Ca2 623] = [CZl C?? C23]
C31 (32 (33 c3t c32 ¢33

C = matriz dos coeficientes das equacdes de modelo misto;

tr = operador traco matricial;

r(x) = posto da matriz X;

N, g, s = numero total de dados, niUmero de progénies e nimero de procedéncias,
respectivamente.

Nesse modelo os valores genotipicos preditos sdo dados por p + g. Com os valores
genotipicos foi obtida a correlacdo genética de Pearson entre as varidveis analisadas e demais
andlises de divergéncia genética. Foi considerada como significativa a correlagcdo genética de
Pearson com p < 0,01 e p <0,05.

A significancia dos efeitos aleatdrios (g e p) foi obtida através da Analise de Deviance
por meio do teste da razdo da maxima verossimilhanca (LRT). As deviances foram obtidas
conforme descrito por Resende (2007), utilizando-se o modelo com e sem 0s respectivos
efeitos. Foi subtraida a deviance obtida no modelo completo do modelo sem o efeito e
comparada com o valor do Qui-quadrado (¥*) com um grau de liberdade a 5 % de
significancia (3,84).

O indice de fixacdo entre populag¢6es/procedéncias (Fst) foi calculado de acordo com a
equacéao:

o
o + ( 2 X aj)

For =

em que: Fgr € o indice de fixagdo entre populagdes/procedéncias, a,? ¢ a variancia genotipica
entre procedéncias, e agz é a variancia genotipica.

Para o estudo da divergéncia genética os valores genotipicos (1 + g) das progénies
para cada caracteristica foram submetidos a analise de agrupamento pelo método de UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean), utilizando como medida de
dissimilaridade a distancia euclidiana média genética padronizada. Adotou-se o ponto de corte
do eixo horizontal do dendrograma com base nos resultados obtidos a partir do agrupamento
Tocher (CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2014) de distancia euclidiana média genética
padronizada. A anélise de componentes principais genéticos e 0 método de Singh (1981)
foram utilizados para determinacdo da importancia das 7 caracteristicas no estudo da

divergéncia genética entre as progénies.
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Para a apresentacdo grafica de formacdo de grupos (Scott-Knott) e o heatmap da
formacéo dos grupos de acordo com as analises de agrupamento foi realizada a padronizacéo
dos valores fenotipicos e genotipicos para cada caracteristica, respectivamente, com base na

média das progénies inseridas em cada grupo com a equagao:

_(x=w
7 =
o

em que: z € o valor padronizado; x é a observagdo fenotipica ou genotipica individual; p é a
média fenotipica ou genotipica populacional; ¢ ¢ é o desvio padrdo amostral.

Os dados de correlagdo (Paquimetro x ImageJ® e caracteristicas fenotipicas) e analise
univariada foram analisados pelo software R versdo 3.6.3 (R Core Team, 2020) e auxilio do
pacote ExpDes (Experimental Design) versdo 1.2.0 (FERREIRA; CAVALCANTI,
NOGUEIRA, 2018), respectivamente. Para obtencdo dos componentes de variancia, valores
genotipicos, correlacbes genéticas, andlise de agrupamento genético (UPGMA e distancia
euclidiana genética), Tocher e componentes principais foi utilizado o software Selegen
REML/BLUP (RESENDE, 2016). A contribuicéo relativa dos caracteres para diversidade de
Singh (1981) foi obtida pelo software Genes (CRUZ, 2013). A representacdo grafica dos
resultados foi realizada via software R (R Core Team, 2020) usando os pacotes ggplot2
(WICKHAM, 2016), corrplot (WEI; SIMKO, 2017) e factoextra (KASSAMBARA,
MUNDT, 2020).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Correlagdes entre as medidas de paquimetro e analise de imagens

Os valores da correlacdo de Pearson (r) entre comprimento e largura para as quatro
procedéncias estudadas, quantificados pelos dois diferentes métodos (Paquimetro x ImageJ)
estdo presentes na figura 4. Os métodos demonstraram correlacdo linear forte (>0,6 e <0,9)
(CALLEGARI-JACQUES, 2003) para a largura (r = 0,65) e comprimento (r = 0,70) de
sementes de M. caesalpiniifolia.

Nesse estudo verificou-se que o coeficiente de correlacdo foi de forte a regular entre os
métodos (Paquimetro x Imagel®) para as variaveis de comprimento e largura.
Consequentemente, o processamento digital de imagens apresenta concordancia aceitavel com
0 método do paquimetro e deve ser preferivel por ser um método de baixo custo e tempo de
analise (KAPADIA; SASIDHARAN; KALYANRAO, 2017) aumentando a eficiéncia da
coleta de dados (MEDEIROS; PEREIRA; SILVA, 2018). Alem disso, possibilita a coleta de
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variaveis morfoldgicas que ndo poderiam ser obtidas por técnicas tradicionais (ORRU et al.,
2013).

Procedéncias
* CE
=« PE
y=06205x+16687 = Pl
. £ = 0424 + RN

4 LA . g y = 0.5787x +2.2761
- P =0.4832
4 5 & 7 ¥

CSi (mm)

Figura 4. Coeficiente de correlacdo entre: (a) largura de sementes mensuradas no paquimetro (LSp) x
largura de sementes mensuradas no ImageJ® (LSi) e (b) comprimento de sementes mensuradas no
paquimetro (Csp) x comprimento de sementes mensuradas no Imagel® (CSi) para determinar a
biometria de sementes de Mimosa caesalpiniifolia Benth. de procedéncias dos Estados brasileiros
Ceara (CE), Pernambuco (PE), Piaui (PI) e Rio Grande do Norte (RN).

Algumas caracteristicas como area, perimetro, circularidade, redondeza e solidez sdo
de dificil obtencdo por meio das técnicas tradicionais como o uso de paquimetro (BAEK et
al., 2020). No entanto, essas caracteristicas podem ser facilmente obtidas por meio da analise
digital de imagens com o software ImageJ® que se mostra de grande valia para estudos de

diversidade genética.
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Diversos trabalhos estdo sendo realizados com o intuito de atestar a importancia da
analise de imagem das sementes em estudos de diversidade genética, como Sau et al. (2019)
avaliando as caracteristicas morfo-colorimetricas e o desempenho da analise de imagens de
sementes para investigar as caracteristicas fenotipicas de cultivares de Malus domestica
Borhk., concluiram que a técnica é uma ferramenta valida nos estudos de diversidade e €
capaz de identificar importantes qualidades fenotipicas, resultando em uma ferramenta Uutil
para a selecdo precoce de caracteristicas dos frutos de macad. A fim de discriminar os
genotipos de primavera e inverno de Camelina sativa L. com base na variagdo nos parametros
morfométricos de sementes, Wiwart et al. (2019) concluiram que a analise digital de imagem
é um método simples e de baixo custo para discriminar sementes de C. sativa L. com base nos
descritores de forma. Felix et al. (2020) ao analisarem morfologicamente sementes de
Pityrocarpa moniliformis Benth. por meio do software ImageJ® obtiveram resultados
satisfatdrios, no qual, o processamento digital de imagens foi eficiente em aferir e detectar

diferencas morfométricas entre sementes das matrizes estudadas.

3.2 Analise univariada e correlacao fenotipica

De acordo com analise de variancia (Tabela 3) as caracteristicas avaliadas foram
significativas (p < 0,01). Assim, os resultados das analises obtidos a partir do processamento
digital de imagem evidenciam as diferencas entre os aspectos morfoldgicos em sementes das

16 progénies estudadas.

Tabela 3. Resumo da andlise de variancia de 7 variaveis morfométricas avaliados em 16 progénies de
M. caesalpiniifolia.

F.V. AR PM LS CS Cl RE SO

P valor 0,000 0,000 0,000 0,000 3,70x10%* 1,28x10%° 5,85x107%
Q.M.Res 0,107 2,31 0,233 0,217 0,2621 0,4805 0,006073

Média 2,63 19,80 5,69 6,00 8,34 8,71 9,59
CV (%) 1245 7,68 849 7,77 6,14 7,96 0,81
G.L. = Matrizes (15); Residuo (1584)

F.V.: Fontes de variagdo; Q.M.Res: Quadrado Médio do Residuo; CV (%): Coeficiente de Variagdo
Experimental; G.L: Graus de Liberdade. AR: Area; PM: Perimetro; LS: Largura; CS: Comprimento; CI:
Circularidade; RE: Redondeza; SO: Solidez.

Por meio do teste de agrupamento de médias de Scott-Knott a 1% de significancia foi
possivel verificar a formacdo de diferentes grupos a partir de padrbes de similaridade para
cada caracteristica analisada, indicando assim, a presenca de variabilidade fenotipica entre as

progénies (Figura 5).
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Figura 5. Agrupamento das médias de 7 varidveis morfométricas avaliados em 16 progénies de M.
caesalpiniifolia pelo teste de Scott-Knott a 1% de significancia. Em que: a) Area (AR); b) Perimetro
(PM); c) Largura (LS); d) Comprimento (CS); e) Circularidade (Cl); f) Redondeza (RE) e g) solidez
(SO). Medidas: Valores fenotipicos médios padronizados.

De acordo com a variavel Area (AR) houve a formacdo de doze grupos, de modo que
a PG6 (grupo a) e a PG9 (grupo |) apresentaram a maior e menor &rea, respectivamente, para
as sementes de M. caesalpiniifolia (Figura 5a). Para o Perimetro (PM) as progénies formaram
dez grupos com o maior perimetro contento a PG6 (grupo a) e o menor a PG9 (grupo j)
(Figura 5b).

Com relacdo a largura de sementes (LS) as progénies foram categorizadas em oito
grupos com a PG6 (grupo a), apresentando sementes com maior largura, enquanto a PG9
(grupo h) menor largura (Figura 5¢). O comprimento de sementes (CS) foi maior na progénie
PG6 (grupo a) e menor na PG9 (grupo j) formando dez grupos (Figura 5d).

A circularidade de sementes (CI) promoveu a formacéo de quatro grupos, na qual foi
maior nas PG3, PG10, PG7, PG1, PG12 e PG9 (grupo a), enquanto a PG6 (grupo d)
apresentou a menor circularidade (Figura 5e). A redondeza de sementes (RE) promoveu a
formacéo de seis grupos, onde foi maior nas PG10 e PG4 (grupo a) e menor na PG13 (grupo
f) (Figura 5f). Para a solidez de sementes (SE) formou quatro grupos: PG3 e PG10 (grupo a)
0s maiores valores e PG6, PG13, PG14, PG4, PG11, PG12 e PG9 (grupo ¢) 0S menores

valores (Figura 5g).
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As variacbes morfométricas das sementes de M. caesalpiniifolia ocorreram
provavelmente em funcédo das variacGes genéticas que ocorrem dentro da mesma espécie em
funcéo das influéncias ambientais e das caracteristicas genéticas das procedéncias (ZARUMA
et al., 2015), de modo que as sementes coletadas em diferentes estados contribuem ainda mais
para 0 aumento da variagdo genética entre as progénies.

Em anélises de diversidade genética sdo necessarias avaliacbes de muitas variaveis, as
quais isoladas, na maioria dos casos, fornecem poucas informacgdes sobre a variabilidade
presente em uma populacdo, sendo de grande dificuldade a interpretagdo desses dados
(MINGOTI, 2007), como é o caso da analise univariada que por basear-se em apenas uma ou
poucas caracteristicas, acaba se tornando pouco eficaz em funcéo da necessidade de avaliacédo
e interpretacdo simultaneamente de um méaximo possivel de variaveis envolvidas (MAEDA et
al., 2001).

Nesses estudos, a analise da variancia e os testes de comparacdo de média sdo de
carater preliminar, sendo que resultados mais consistentes e de mais facil compreensdo sao
obtidos através de técnicas de Analise multivariada, na qual é feita com base no desempenho
individual associado ao desempenho da progénie, onde esse tipo de selecdo disponibiliza
maltiplas informacdes inseridas na unidade experimental e, consequentemente, discriminam
materiais mais promissores (COSTA,; SILVA; EBERT, 2013).

Desse modo, a decisdo geral da formacéo de grupos de fenotipos divergentes, levando
em consideracdo todos os caracteres avaliados, ndo € suficiente neste tipo de metodologia,
assim, a aplicacdo de técnicas de analise multivariada para auxilio da tomada de deciséo e
conclusdes do trabalho tornam-se necessérias.

Correlagdes de Pearson significativas (p < 0,01) foram observadas na andlise das
caracteristicas fenotipicas (Figura 6). Observando os valores da Figura 6 nota-se alta
correlagédo entre a AR X PM, AR x LS, AR x CS, PM x LS, PM x CS, LS x CS, e SO x ClI,
demonstrando que sementes que apresentaram maior area sdo também as que possuem 0

maior perimetro, largura e comprimento.
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Figura 6. Coeficiente de correlacdo de Pearson (r) entre os caracteres fenotipicos de 16 progénies de
M. caesalpiniifolia analisadas por processamento digital de imagens.

Em que: **: Significativo p < 0,01; *: Significativo p < 0,05; ns: n&o significativo; Area (AR); Perimetro (PM);
Largura (LS); Comprimento (CS); Circularidade (Cl); Redondeza (RE) e solidez (SO). O tamanho do circulo e a
coloracdo indicam a magnitude e a direcdo de cada correlacgdo, respectivamente.

A existéncia de alta correlacdo fenotipica entre os caracteres divergentes possibilita a
obtencéo de ganho na selecdo indireta de uma caracteristica em rela¢do a outra, quando outra
correlacionada a ela for manipulada por processos seletivos (GILES et al., 2016), de modo
que permite-se realizar selecdo em uma caracteristica de facil mensuracdo, visando obter
ganhos de dificil avaliagdo ou de baixa herdabilidade em outra caracteristica (CRUZ et al.,
2012). No entanto, as correlagdes fenotipicas apresentam pouco valor pratico, pois possuem
causas genéticas e ambientais, no qual, somente as associagdes de natureza genética sdo
herdaveis (VENCOVSKY; BARRIGA, 1992). Assim, em estudos de diversidade genética é
indispensavel distinguir e quantificar o grau de associacdo genético e ambiental entre os
caracteres analisados (CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2014).

3.3 Parametros genéticos e correlacdo genotipica
A variancia genotipica (o7) foi significativa (p < 0,05) e a variancia entre

procedéncias (o) ndo foi significativa (p > 0,05) para todas as caracteristicas (Tabela 4),
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evidenciando a alta variabilidade entre progénies e baixa entre procedéncias. Em bancos de
germoplasma ou populacfes naturais de espécies alogamas a maior variabilidade tem sido
observada dentro das populacGes/procedéncias (FERREIRA et al., 2012) como em
populacOes de Euterpe edulis (Moraes et al. 2020) e Mauritia flexuosa (Rossi et al. 2014).
Portanto, visando a maximizacdo de ganhos genéticos e a manutencdo da variabilidade

genética da espécie deve-se amostrar maior nimero de progénies por procedéncia.

Tabela 4. Componentes de variancia (C.V.) e andlise de deviance pelo teste de razdo de
verossimilhanca (LRT) para as 16 progénies de M. caesalpiniifolia.

C.V. AR PM LS CS Cl RE SO
o 0,32* 5,05* 0,45* 0,43* 0,04* 0,14* 0,001*
o5 0,04™ 0,88™ 0,06™ 0,08™ 0,01™ 0,06™ 0,00004™
o? 0,11 2,31 0,23 0,22 0,26 0,48 0,01
a,zr 0,47 8,25 0,74 0,73 0,31 0,68 0,01
h? 0,69+0,06 0,61+0,06 0,60+0,05 0,59+0,05 0,12+0,02 0,20£0,03 0,12+0,02
h 0,75 0,69 0,66 0,67 0,12 0,22 0,12
Tgg 0,94 0,93 0,93 0,92 0,89 0,89 0,92
s 0,08 0,11 0,09 0,11 0,03 0,09 0,01

CV 4i(%) 21,56 11,35 11,74 10,94 2,31 4,28 0,3
CV.(%) 7,4 4,8 4,52 4,8 1,27 2,96 0,1
Fst 0,05 0,08 0,07 0,09 0,10 0,18 0,02
Média geral 2,63 19,8 5,69 6,00 8,34 8,71 9,59

C.V.: Componentes de variancia; AR: Area; PM: Perimetro; LS: Largura; CS: Comprimento; Cl: Circularidade;
RE: Redondeza; SO: Solidez; oZ: variancia genotipica; o;: variancia genotipica entre procedéncias; oZ:
variancia residual, afz: variancia fenotipica individual; hZ: herdabilidade individual no sentido amplo, ou seja,
dos efeitos genotipicos totais; h7: herdabilidade genotipica ajustada para os efeitos de procedéncia; 7, acuracia
genética; c;: coeficiente de determinagdo dos efeitos de procedéncias; CV,;(%): coeficiente de variagdo
genotipica; CV,(%): coeficiente de variacdo residual; Fsr: indice de fixag8o entre populagbes. *Significativo a 5
% via teste LRT; ™N&o significativo a 5% via teste LRT.

A variacdo genotipica (ogz) foi superior a variacdo residual (62) para a maioria das
caracteristicas estudadas (AR, PM, LS, CS). Apenas para as caracteristicas de Cl, RE e SO a
variancia residual superou a variancia genotipica. Esses valores indicam uma predominancia
dos efeitos das progénies na expressdo das caracteristicas de AR, PM, LS e CS. Esses
resultados sugerem que ha presenca de diversidade genética entre as progénies e que por mais
que exista influéncia da variacdo ambiental na expressdo das caracteristicas de AR, PM, LS e
CS, o gendtipo exerce a principal influéncia sobre as variacdes morfométricas das sementes
de M. caesalpiniifolia, 0 que caracteriza uma condicao favoravel para a obtencdo de ganhos
genéticos com a selecdo (CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2012).

Resende (2015), classifica os valores de herdabilidade no sentido restrito como: baixo
(< 0,15), intermediario (0,15 a 0,50) e alto (> 0,50). As herdabilidades genotipicas ajustadas



47

para os efeitos de procedéncia (h;) foram altas para a maioria das caracteristicas estudadas e
com valores proximos aos da herdabilidade genotipica no sentido amplo (h2 ), indicando que
h& predominancia da variacéo genética entre as progénies. Em geral, as h; foram altas para as
variaveis AR, PM, CS e LS e moderada a baixa para Cl, SO e RE (Tabela 4).

O coeficiente de herdabilidade nos estudos genéticos de morfometria de sementes tem
como principal fungéo expressar o grau de confianca do valor fenotipico como indicador do
ganho genético (SILVA et al., 2018a), pois quantifica a fracdo da variagdo fenotipica de
natureza herdavel passivel de ser explorada na selecdo (MORAES et al., 2015). Os valores
encontrados para os coeficientes de herdabilidade ajustada para os efeitos de procedéncia
(h3) sugerem ganhos genéticos significativos a serem explorados em um programa de
melhoramento. A baixa magnitude de herdabilidade encontrada para as variaveis de Cl, SO e
RE indicam que os efeitos ambientais foram superiores na manifestacdo destas caracteristicas
para as progénies. Assim, as caracteristicas que apresentaram maiores valores de
herdabilidade s&o as recomendadas para a selecéo.

Os valores obtidos para acuracia genética (r;,) demonstraram adequada qualidade
experimental (Tabela 4), resultando em maior confiabilidade seletiva dos genotipos
(RESENDE; DUARTE, 2007). A acurécia foi considerada muito alta (> 0,89) para todas as
varidveis. Os valores para as estimativas do coeficiente de determinagdo dos efeitos de

procedéncias (c;) séo baixos para todas as caracteristicas analisadas (Tabela 4).

As estimativas dos coeficientes de determinacao dos efeitos de procedéncias quando
apresentam baixas magnitudes indicam que a maior parte da diversidade genética se encontra
distribuida dentro das procedéncias, ou seja, entre as progénies, sendo um padrdo de
distribuicdo normalmente observado em espécies aldgamas como a M. caesalpiniifolia. Essas
assertivas sdo condizentes com as estimativas encontradas para a variancia genotipica (o7) e
variancia genotipica entre procedéncias (o;). Resultados sob o mesmo foco de discusséo
foram encontrados por Gois et al. (2018). Os autores estudaram a variabilidade genética em
populacOes naturais de Cassia grandis quando seus resultados evidenciaram que maior parte
da diversidade genética se encontrava distribuida dentro das populacgdes.

O Fst foi pequeno a moderado para todas as variaveis segundo Wright (1978) e a
variancia de procedéncia foi nula para todas as variaveis pelo teste LRT (Tabela 4). Portanto,
ndo ha evidéncia de estrutura populacional de acordo com a localizagdo geografica das
matrizes para 0s caracteres avaliados. A auséncia de diferengas significativas entre

procedéncias de M. caesalpiniifolia pode indicar que a estratégia amostral utilizada ndo foi
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efetiva para reter a variabilidade genética das populacfes em estudo ou que o0s caracteres
analisados ndo sdo indicados para verificar esse tipo de informacdo, recomendando-se, em
testes futuros, selecionar populacdes mais distantes e/ou aumentar o nimero de unidades
amostrais e buscar outras caracteristicas fenotipicas e até mesmo moleculares para identificar
as populacgoes.

Correlacgdes genotipicas altamente significativas (p < 0,01) foram identificadas entre
os caracteres AR x PM, AR x LS, AR x CS, PM x LS, PM x CS e LS x CS (Figura 7). As
correlagBes genotipicas na maior parte dos casos apresentaram valores superiores quando
comparada as correlagdes fenotipicas. Assim, constata-se que houve maior contribuicdo dos

fatores genéticos em relacdo aos ambientais nas correlacdes entre os caracteres.
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Figura 7. Coeficiente de correlacdo de Pearson (r) entre os caracteres genotipicos de 16 progénies de
M. caesalpiniifolia analisadas por processamento digital de imagens.

Em que: **: Significativo a 1% de probabilidade; ns: ndo significativo; Area (AR); Perimetro (PM); Largura
(LS); Comprimento (CS); Circularidade (Cl); Redondeza (RE) e solidez (SO). O tamanho do circulo e a
coloracdo indicam a magnitude e a direcdo de cada correlagdo, respectivamente.

Estes resultados evidenciam que h& uma forte associacdo positiva entre a area,
perimetro, largura e comprimento de sementes, sendo possivel obter ganhos nas selecdes
simultaneas entre essas caracteristicas. A correlacdo genotipica entre esses caracteres ocorreu
provavelmente em funcdo do efeito pleiotropico, em que um loco pode afetar diferentes
caracteres (BALESTRE et al., 2012).
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3.4 Analise multivariada

De acordo com a figura 8 todas as variaveis morfométricas analisadas contribuiram
com importancia superior a 10 % para a divergéncia genética entre 0s genotipos. As variaveis
de Solidez (17,23 %) e circularidades (16,14 %) exerceram maior influéncia para a formacao
dos grupos. Pelo método de Singh (1981), os altos valores encontrados para as contribuicGes
relativas de diversidade evidenciam que todas as caracteristicas estudadas contribuiram para
explicar a variabilidade entre os 16 gendtipos avaliados. 1sso indica que essas caracteristicas
sdo eficientes para explicar a dissimilaridade entre os genoétipos, devendo assim, serem

priorizadas nos estudos de diversidade genética de progénies de M. caesalpiniifolia.
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Figura 8. Contribuicdo relativa dos caracteres para diversidade — SINGH (1981) pela distancia
euclidiana média genética para formacgdo de grupos das 16 procedéncias de M. caesalpiniifolia. Em
que: Area (AR); Perimetro (PM); Largura (LS); Comprimento (CS); Circularidade (Cl); Redondeza
(RE) e solidez (SO).

O método Tocher baseado na matriz da distancia euclidiana (Tabela 5) e 0 método
UPGMA (Figura 9) foram concordantes e indicaram a formacdo de cinco grupos distintos,

confirmando que ha progénies bem diferentes em relagdo as demais.

Tabela 5. Agrupamento (Tocher) de distancias euclidiana médias genéticas das 16 procedéncias de M.
caesalpiniifolia.

Grupos Progénies
1 PGl PG2 PG4 PG5 PG7 PG8 PGll PGl12 PG14 PG15 PG16
2 PG3 PG10
3 PG6
4 PG13
5 PG9
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Figura 9. Dendrograma baseado na distancia euclidiana de valores genotipicos padronizados pelo
método UPGMA entre 16 progénies de M. caesalpiniifolia.

As progénies pertencentes a mesma localidade foram agrupadas em grupos distintos,
indicando que progénies de mesma regido podem ndo apresentar elevado grau de parentesco
(FLAVIO, 2010). De acordo com Aslam et al. (2011), quando existem grupos formados por
progénies de diferentes procedéncias pode indicar que a espécie possui uniformidade
genética.

Esses resultados podem ser confirmados a partir das estimativas de variancia
genotipicas entre procedéncias e os valores obtidos para o FST, no qual, evidenciam a
predominancia da variabilidade genética entre as progénies e que ndo ha divergéncia genética
suficiente entre as procedéncias afim de classifica-las como populacdes distintas pelos
caracteres avaliados. Resultados semelhantes foram encontrados por Le&o et al. (2018), ao
avaliarem a diversidade morfométrica de sementes e frutos de Swietenia macrophylla King,
em que o0 agrupamento entre as progénies se deu independente da sua localizacdo geografica.

Os dois primeiros componentes principais explicaram 83,22 % da variacdo. Os grupos
formados por meio dos componentes principais (Figura 10) seguiram a mesma tendéncia dos

métodos Tocher e UPGMA. A figura 12 possibilitou a visualizagdo de quais progénies sao
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mais divergentes entre si. O primeiro componente principal (CP1 — 62,38 %) esta associado as
variaveis area (AR), perimetro (PM), largura (LS) e comprimento (CS). O segundo
componente principal (CP2 — 20,8 %) estd mais associado as variaveis circularidade (Cl),
solidez (SO) e redondeza (RE) (Figura 13).

A projecdo grafica demonstrou uma dispersdo mais a direita no primeiro componente
principal para o grupo 4 e grupo 5, refletindo em melhor desempenho para as variaveis
associadas a ele. Algumas progénies foram plotadas mais afastadas do conjunto com sentidos
diferentes, como por exemplo os grupos 2 e 3. Isso ocorre devido a baixa correlacdo dos

grupos entre as caracteristicas morfométricas relacionadas ao primeiro componente principal.

—

CP2 (20.8%)
o

—A

CP 1 (62.4%)

Figura 10. Bitplot das 16 progénies de M. caesalpiniifolia, com base nos dois primeiros componentes

principais obtidos pela variagdo morfométrica de sementes.

Em que: Grupo 1: PG1, PG2, PG4, PG5, PG7, PG8, PG11, PG12, PG14, PG15 e PG16; Grupo 2: PG13; Grupo
3: PGY; Grupo 4: PG3 e PG10; Grupo 5: PG6. Area (AR); Perimetro (PM); Largura (LS); Comprimento (CS);
Circularidade (Cl); Redondeza (RE) e solidez (SO).

A partir das andlises das variaveis nos dois primeiros componentes principais (Figura
11) é possivel observar que todas elas contribuiram para variacdo, comprovando assim a
importancia de avalia-las em estudos relacionados a diversidade genética em progénies de M.

caesalpiniifolia.
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Figura 11. Contribuicao relativa das variaveis morfometricas das 16 progénies de M. caesalpiniifolia
para os dois primeiros componentes principais. Area (AR); Perimetro (PM); Largura (LS);
Comprimento (CS); Circularidade (Cl); Redondeza (RE) e solidez (SO).
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Com a padronizacdo das variaveis podemos observar na Figura 12, por meio do
heatmap, a representacdo comportamento dos grupos formados para cada variavel entre os
dois primeiros componentes. O grupo 1 foi composto pela maioria das progénies que incluiu
arvores localizadas em todas as regifes estudadas, este grupo apresentou as progénies com
valores mais proximos as médias para as variaveis. O grupo 2 apresentou a progénie com as
menores medias para as variaveis de circularidade, redondeza e solidez. Ja o grupo 3 a
progénie que apresentou as menores médias de area, perimetro, largura e comprimento de
sementes. O grupo 4 incluiu as progénies com as maiores médias para as caracteristicas de
circularidade e redondeza, enquanto o grupo 5 a progénie com maior area, perimetro, largura
e comprimento de sementes. A PG13 (grupo 2), PG9 (grupo 3) e PG6 (grupo 5) formaram
grupos isolados e, portanto, sdo as progénies mais divergentes.

Com isso, evidencia-se a importancia da representacao grafica das progénies estudadas
com vistas a obter resultados visiveis e praticos que indiquem estratégias para nortear a
tomada de decisdo pelo melhorista, seja ela para a conservacdo ou sele¢do das progénies de

M. caesalpiniifolia.
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Figura 12. Gréafico heatmap baseado na formacdo dos grupos das 16 progénies de M. caesalpiniifolia
a partir da média genotipica padronizada.

Em que: Grupo 1: PG1, PG2, PG4, PG5, PG7, PGS, PG11, PG12, PG14, PG15 e PG16; Grupo 2: PG13; Grupo
3: PGY; Grupo 4: PG3 e PG10; Grupo 5: PG6. Area (AR); Perimetro (PM); Largura (LS); Comprimento (CS);
Circularidade (Cl); Redondeza (RE) e solidez (SO).

A exploracdo da variabilidade dentro e entre grupos apresenta grande importancia nos
programas de melhoramento dado que aumentam a probabilidade de selecdo de individuos
superiores e com ampla variabilidade para os caracteres de interesse (CRUZ; REGAZZI;
CARNEIRO, 2014). No entanto, a elevada porcentagem de gendtipos similares reduz a
possiblidade de obtencdo de hibridos interpopulacionais ou intergrupos, de modo que, o
cruzamento entre individuos de um mesmo grupo pode resultar em baixa heterose. Assim,
recomenda-se a selecdo de grupos com maiores divergéncias, a fim de explorar de forma mais
eficiente a heterose através de cruzamentos entre individuos que apresentem ampla
variabilidade entre seus caracteres (ROTILI et al., 2012).

A anélise de divergéncia genética por técnicas multivariadas como o0 método UPGMA,
0 método de agrupamento Tocher e analise dos componentes principais e o heatmap foram
concordantes entre si, possibilitando a identificacdo de grupos a serem intercruzados para

ganhos em heterose e aumento da diversidade genética.



54

4. CONCLUSOES

O processamento digital de imagens foi eficiente para discriminar as diferencas
morfométricas entre as procedéncias estudadas e, portanto, uma ferramenta potencial nos
estudos de diversidade genética de M. caesalpiniifolia.

A andlise multivariada permitiu conhecer melhor o comportamento das progénies em
relacdo aos caracteres morfométricos, constituindo-se como uma importante ferramenta na
indicacdo das progénies para estudos de conservacdo e selecdo de progénies produtoras de
sementes.

As estimativas de parametros genéticos para as caracteristicas de AR, PM, LS e CS
evidenciaram alta variabilidade genética para essas caracteristicas, havendo possibilidade de
ganhos considerando a selecdo com base no genétipo.

Todas as variaveis analisadas contribuiram para a caracterizagdo morfométrica das
sementes, sugerindo que essas varidveis sdo indispensaveis nos estudos de diversidade
genética para a espécie.

A maior parte da variabilidade foi encontrada em nivel de progénie (dentro das
procedéncias). As progénies agrupadas em diferentes grupos e que apresentaram
caracteristicas desejaveis podem ser utilizadas na conservacdo genética, producdao de mudas,

bancos de germoplasma, projetos de reflorestamento e em plantios comerciais.
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RESUMO

Mimosa caesalpiniifolia Benth. conhecida popularmente como sabia no Nordeste brasileiro é
uma especie florestal nativa da Caatinga e pertencente a familia Fabaceae. Apresenta
multiplos usos para a regido semiarida, porém, sdo escassos 0s estudos referentes a variacdo
quanto a diversidade e adaptabilidade da espécie aos diferentes estresses salinos. Visto que, 0s
solos desta regido apresentam elevada quantidade de sais, objetivou-se com este estudo
selecionar progénies de Mimosa caesalpiniifolia tolerantes ao estresse salino, por meio da
interacdo genétipo x ambiente e pardmetros genéticos visando estudos de divergéncia
genética. Para a inducéo do estresse salino incialmente foi retirado uma amostra para unido
das quatros procedéncias de sementes a fim de se obter uma amostra representativa e posterior
conhecimento sobre o ponto médio de tolerancia das sementes. Foram utilizados como soluto
0 cloreto de sdédio (NaCl), cloreto de calcio (CaCl2) e cloreto de potassio (KCI). Nos
potenciais osmaticos 0,0; -0,2; -0,4; -0,6; -0,8 e -1,0 MPa. avaliados a % de germinagéo,
indice de velocidade de germinacdo, comprimento da raiz principal e parte aérea e massa seca
da raiz e parte aérea. Apos a realizacdo das avaliagOes, os solutos e a dose definida (-0,4 MPa
para NaCl e KCl e o -0,2 MPa para o CaCl,) foram reaplicadas em cada progénie de cada
procedéncia para identificacdo da tolerancia ao estresse salino em nivel de progénie.
Posteriormente realizou-se andlises de correlacBes genéticas, analises multivariadas e
avaliacdo de produtividade, estabilidade e adaptabilidade pelo método MHPRVG. As sementes
de Mimosa caesalpiniifolia Benth. sdo sensiveis a salinidade causada pela reducdo do
potencial hidrico. As estimativas dos componentes de variancia entre as progénies e 0s
ambientes estudados demonstraram diferencas significativas no desempenho dos gendtipos
com relacdo aos ambientes. O indice de ranking médio possibilitou a selecdo da PG6, PG15,
PG8, PG5 e PG14 como as progénies que apresentam os melhores desempenhos de

produtividade, adaptabilidade e estabilidade em todos os ambientes avaliados.

Palavras-chave: Substratos salinos; Tolerancia a salinidade; Interacdo genotipos x ambientes;
Selegen REML/BLUP; MHPRVG*MG
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SANTOS, PAULO CESAR DA SILVA. GENETIC DIVERGENCE AND SELECTION
OF PROGENIES IN THE GERMINATION OF Mimosa caesalpiniifolia Benth SEEDS
UNDER SALINE STRESS. 2021. Advisor: Ricardo Gallo. Co-advisor: Eliane Cristina
Sampaio de Freitas; Marcone Moreira Santos

ABSTRACT

Mimosa caesalpiniifolia Benth., Popularly known as thrush in northeastern Brazil, is a forest
species native to the Caatinga and belonging to the Fabaceae family. It has multiple uses for
the semiarid region, however, there are few studies regarding the variation in the diversity and
adaptability of the species to different saline stresses. Since the soils of this region have a high
number of salts, the objective of this study was to select progenies of Mimosa caesalpiniifolia
tolerant to salt stress, aiming at studies of genetic divergence. For the simulation of saline
stress (Step 1), a sample was initially taken to join the four seed sources in order to obtain a
representative sample and later knowledge about the mean tolerance point of the seeds.
Sodium chloride (NaCl), calcium chloride (CaCl2) and potassium chloride (KCI) were used
as solute. In osmotic potentials 0.0; -0.2; -0.4; -0.6; -0.8 and -1.0 MPa. % germination,
germination speed index, length of the main root and shoot and dry mass of the root and shoot
were evaluated. After carrying out the evaluations, the solutes and the defined dose (-0.4 MPa
for NaCl and KCI and -0.2 MPa for CaCl2) were reapplied in each progeny of each origin, to
identify the tolerance to salt stress in progeny level (Stage Il). Subsequently, analyzes of
genetic correlations, multivariate analyzes and evaluation of productivity, stability and
adaptability were performed using the MHPRVG method. Mimosa caesalpiniifolia Benth
seeds. they are sensitive to salinity caused by reduced water potential. The estimates of the
variance components between the progenies and the studied environments demonstrated
significant differences in the performance of the genotypes in relation to the environments.
The average ranking index enabled the selection of PG6, PG15, PG8, PG5 and PG14 as the
progenies that present the best productivity, adaptability and stability performances, in all

evaluated environments.

Keywords: Saline substrates; Tolerance to salinity; Genotype X environment interaction;
Selegen REML/BLUP, MHPRVG*MG
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1. INTRODUCAO

A adaptacdo ao ambiente local é o resultado das interagbes entre mecanismos de
selecdo natural, fluxo génico e outros processos evolutivos que proporcionam vantagem sob
as condi¢Oes ambientais locais por meio da sele¢do de caracteristicas favoraveis (KAWECKI,
EBERT, 2004). Dessa forma, o ambiente no qual ocorre o desenvolvimento das plantas
parentais pode modificar os fenotipos expressos por seus descendentes, por meio de
modificacOes epigenéticas ou fornecimento de sementes e, portanto, torna-los mais adaptados
a diferentes niveis de estresses abidticos locais (LAZARO-LOBO et al., 2020).

Dentre as condicOes abidticas pode-se destacar a salinidade e sodicidade dos solos,
condicdo frequentemente constatada em regides aridas e semi-aridas. (DEUNER et al., 2011).
O processo de salinizacdo € resultado do acumulo de sal na superficie levando ao estresse
hiperosmético, interferindo nas atividades morfoldgicas, fisiologicas e bioldgicas das plantas
(ABBAS et al., 2019)

Um dos métodos mais utilizados para a determinacdo da tolerancia aos sais € a
avaliacdo do comportamento germinativo, uma vez que germinacao das sementes € a etapa
inicial do ciclo de vida das plantas, assim como os testes de vigor e o desenvolvimento inicial
quando submetidos ao uso de substratos contendo solucdes salinas (TAIZ et al., 2017).

O excesso de sais no substrato durante a fase de producdo de sementes pode ocasionar
perdas no transporte e acimulo de reservas, resultando em sementes com baixo vigor. Assim,
a condicdo da semente refletird no estande das plantas, afetando o seu desempenho tanto do
ponto de vista nutricional quanto de qualidade (SILVA et al., 2016; SOUZA NETA et al.,
2016).

Estudos vém sendo realizados com o intuito de constatar 0s mecanismos de
adaptabilidade das espécies a salinidade no ambiente de desenvolvimento da espécie
(DUTRA et al., 2017; LAZARO-LOBO et al., 2020; PEREIRA et al., 2016; SANTOS et al.,
2016; VICENTE et al., 2020).

Devido a sua importancia sdo realizadas pesquisas sobre as técnicas de propagacao de
espécies nativas da caatinga como a M. caesalpiniifolia. Porém, sdo escassos 0s estudos que
visam compreender a variacdo quanto a diversidade e adaptabilidade da espécie a condigdes
estressantes. Assim, surge a necessidade de elaboracdo de protocolos levando em
consideracdo essas condic¢Bes estressantes como é o caso da salinidade. Esses protocolos
podem ser extremamente Uteis no auxilio da selecdo de plantas geneticamente tolerantes a

essa condicdo, facilitando a reproducdo direcionada ao aprimoramento dessa caracteristica.
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Desse modo, a avaliagdo da diversidade genética e o comportamento das espécies em
substratos salinos, visando a selecdo de plantas tolerantes aos sais, representa uma alternativa
viavel para a propagacdo e perpetuacdo das espécies nativas tendo em vista seu grande
potencial econdmico para a regido semiarida.

Objetivou-se com este estudo estimar os parametros genéticos e predizer os ganhos
esperados com a selecdo, como também avaliar a interacdo genétipo X ambiente, a fim
selecionar progénies de Mimosa caesalpiniifolia tolerantes ao estresse salino, buscando
alternativas que privilegiem, simultaneamente, produtividade, estabilidade e adaptabilidade,
aspirando estudos de divergéncia genética da espécie.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Area de estudo

O estudo foi realizado no Laboratério de Anélise de Sementes Florestais (LASF) do
Departamento de Ciéncia Florestal (DCFL) da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE). Os frutos de M. caesalpiniifolia foram coletados manualmente provenientes de
diferentes estados (Figura 1) com condic¢des edafoclimaticas distintas (Tabela 1).
Tabela 1. Localizagdo geografica e condigdes edafoclimaticas dos estados (RN: Rio Grande do Norte;

CE: Cearg; PIl: Piaui; PE: Pernambuco) onde foram realizadas as coletas de sementes das procedéncias
de Mimosa caesalpiniifolia.

Upanema (RN) Caririacu (CE) Urucui (PI) Araripina (PE)
PG1 PG5 PG9 PG13
05°29'38.9"S 07°12'57.75"S; 07°14'52.5"S 07°28'00.9"S
37°19°36.2"0 39°26°11.89"0 44°32'31.7"0 40°24'31.7"0
Coordenadas PG2 PG6 PG10 PG14
geogréaficas 05°26'08.0"S 07°15'13.25"S; 07°13'59.1"S 07°27'54.46"S;
37°19°35.2"0 39°23°59.02"0 44°32'57.7"0 40°24'36.95"0
PG3 PG7 PG11 PG15
05°26'08.5"S 07°08'8.19"S; 07°14'37.5"S 07°27'56.09"S;
37°19°35.2"0 39°34°26.47"0 44°32'43.0"0 40°24'37.06"0
PG4 PG8 PG12 PG16
05°27'18.5"S 07°14'16.13"S; 07°14'52.0"S 07°27'56.27"S;
37°19°33.2"0 39°25°42.84"0 44°33'43.3"0 40°24'37.18"0
Latossolo Solos Aluvias, Latossolos Planossolos, Brunos
vermelho Solos Litlicos, ~ Amarelos, alicos néo calcios,
Amarelo Podzélico ou distréficos, Podzdlicos, Solos
] Eutréfico: h Podzolico Litolicos
Tipo de solo L Vermelho- Vermelho-
Redzina e Amarelo
Cambissolo amarelo

concrecionario,




Eutréficos plintico ou nao
plintico

Caatinga
Arbustiva Densa,

Caatinga Cerrado. Floresta Cerrado, Caatinga
Hiperxerofila e Cerraddo Hiperxerdfila com
Vegetacio Subcaducifolia
getac Tropical Pluvial, trechos de Floresta
Floresta Caducifélia
Caducifélia
Espinhosa
Plano, Suave- Depressao Superficie tabular Suave-ondulado,
| ondulado Sertaneja, reelaborada, plana cortada por vales
Relevo Macicos ou levemente estreitos, com
Residuais ondulada vertentes dissecadas
Temperatura 28,1 25 255 26,5
média (°C)
Pluviosidade 469,8 1.127,1 800 674
(mm ano™)

Fonte: Aguiar and Gomes (2004); Beltrdo et al. (2005a;2005b); Branddo and Feitosa (1998)

48°0'W 44°0'W

3°0'S

UPANEMA
- RN

6°0'S

CARIRIACU
o C

ARARIPINA

9°0'S

200 300 km
I TN 2.
Legenda
[ Ceara(CE) [] Pernambuco (PE) [] Piaui (PI) [ ] Rio Grande do Norte (RN) [_] Limites dos estados do Brasil
I Caririagu [ Araripina [J Urugui [ Upanema

Elaboragdo: Paulo César S. Santos (2020)
Fonte de dados: IBGE 2017
Sistema de Coordenadas Geograficas, DATUM SIRGAS 2000

Figura 1. Localizag&o das areas de coleta de sementes das procedéncias de Mimosa caesalpiniifolia.
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2.2 Beneficiamento e armazenamento de sementes

Apdbs a coleta, as sementes de M. caesalpiniifolia foram beneficiadas por debulha
manual retirando-se as sementes mal formadas, quebradas, atacadas por insetos ou com
presenca de fungos. Posteriormente a retirada das impurezas, as sementes foram
acondicionadas em embalagem de papel em ambiente refrigerado (4 °C), permanecendo
nessas condicOes até a fase experimental.

Por apresentar dorméncia do tipo tegumentar as sementes de M. caesalpiniifolia foram
submetidas ao tratamento pré-germinativo realizado pelo desponte (corte na regido oposta ao
hilo), conforme a metodologia descrita por Bruno et al. (2001).

2.3 Simulacéo do estresse salino

Para a indugdo do estresse salino foi utilizado como soluto o cloreto de sédio (NaCl)
calculados pela curva de calibragdo estabelecida por Braccini et al. (1996), cloreto de célcio
(CaCly) e cloreto de potassio (KCI) calculados pela formula de Van't Hoff, citado por
Salisbury e Ross (1991) nos seguintes potenciais osméticos: 0,0 (controle); -0,2, -0,4; -0,6, -
0,8, -1,0 MPa, diluidos em &gua destilada e deionizada.

As solugbes foram utilizadas para umedecimento dos substratos tipo papel
Germiteste® na quantidade de 2,5 vezes o peso do papel seco. As repeticbes foram
organizadas em forma de rolo e acondicionadas em sacos plasticos transparentes, com a
finalidade de evitar a perda de dgua por evaporacdo (COIMBRA et al., 2007) e conduzidos
para germinadores do tipo Biochemical Oxigen Demand — B.O.D na tempertaura de 25 °C

regulados para fotoperiodo de 12 horas utilizando lampadas fluorescentes (4 x 20W).

2.4 Etapa |

Inicialmente foram utilizadas 32 sementes, de modo que, em cada repeti¢do contivesse
2 sementes de cada progénie a fim de se obter uma porgéo representativa dos lotes para
aplicacdo das solugOes salinas. Esta etapa tem o intuito de pré-estabelecer o ponto médio de
tolerdncia em que as sementes conseguem germinar com relacdo aos sais estudados.

Posteriormente, foram analisadas as seguintes variaveis:

2.4.1 Teste de germinacéo

Calculado de acordo com Brasil (2013), através da formula:

"/G—(ﬂ)xloo
T \a
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Em que: N = nimero total de sementes germinadas; A = numero total de sementes
semeadas.

O numero de sementes germinadas foi avaliado diariamente a partir do inicio da
germinagdo até a estabilizacdo, considerando-se os critérios de plantulas normais, a

emergéncia dos cotilédones e o surgimento do hipocétilo.

2.4.2 indice de velocidade de germinag&o
Calculado através do registro diario do nimero de sementes germinadas até o décimo

dia ap6s semeadura, cujo o indice foi calculado pela equacdo proposta por Maguire (1962).

Ve = (Gl) 4 (GZ) - (Gn)
N1 N2 Nn

Em que: G1, G2,...Gn = nimero de plantulas normais computadas no primeiro dia da
germinacdo, no segundo dia de germinacdo e na ultima contagem; N1, N2,... Nn = nimero de

dias da semeadura a primeira, segunda e Gltima contagem.

2.4.3 Comprimento da raiz principal e Parte aérea

Foi realizado a afericdo de todas as plantulas normais em cada tratamento. O
comprimento da parte aérea foi medido da base do colo ao apice da gema apical da plantula e
0 comprimento da raiz da medicdo da base do colo a extremidade da raiz da plantula
realizadas com o auxilio de régua graduada em milimetros, sendo os resultados expressos em

cm.

2.4.4 Massa seca da raiz e parte aérea

Apo6s as mensuracdes as raizes e a parte aérea das plantulas normais foram
acondicionados em sacos de papel do tipo Kraft e em estufa com circulagdo de ar forcada a
65°C até atingir peso constante (48 horas). Em seguida, foram pesados em balanca analitica

(0,001 g), sendo os resultados expressos em mg.plantula™.

2.5 Etapa Il

Apos o encerramento da etapa | e a realizacdo das avaliagbes por meio de gréficos
heatmap, com a padronizacdo das variaveis, foi determinado a dose média de tolerancia pré-
estabelecida para cada soluto. Os tratamentos utilizados nesta etapa corresponderam aos
seguintes sais: Cloreto de sodio (NaCl) e cloreto de potéssio (KCI) no potencial osmotico de -
0,4 MPa; Cloreto de célcio (CaCly) no potencial de -0,2 MPa, obtidos conforme a etapa I.
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As solugbes foram utilizadas para umedecimento dos substratos tipo papel
Germiteste® na quantidade de 2,5 vezes o peso do papel seco. Foram utilizadas 4 repeticdes
contendo 25 sementes por potencial em que os solutos foram aplicados em cada progénie a
fim de verificar os efeitos genotipicos. As repeti¢des foram organizadas em forma de rolo e
acondicionadas em sacos plasticos transparentes com a finalidade de evitar a perda de agua
por evaporacdo (COIMBRA et al.,, 2007) e conduzidos para germinadores do tipo
Biochemical Oxigen Demand — B.O.D, na tempertaura de 25 °C regulados para fotoperiodo de
12 horas utilizando lampadas fluorescentes (4 x 20W).

As variaveis analisadas foram: a) porcentagem de germinacdo; b) indice de velocidade
de germinacdo; ¢) comprimento da parte aérea e de raiz e d) massa seca da parte aérea, da
raiz. O objetivo desta etapa € a identificacdo de material genético tolerante aos sais em
estagios iniciais de desenvolvimento. Os tratamentos salinos foram avaliados juntamente com

a testemunha (dgua destilada) compondo 4 ambientes/tratamentos.

2.6 Andlises estatisticas

Para a extracdo dos valores genotipicos e componentes de variancia foi utilizada a
metodologia de modelos mistos, onde foi considerado o modelo em um delineamento em
blocos ao acaso em varios locais (3 tratamentos de estresse salino e controle) e varias
procedéncias (4 procedéncias — Estados) — Método MHPRVG:

y=Xr+Zg+Wp+Ti+e

em que: y é o vetor de dados, r € o vetor dos efeitos de repeticdo (assumidos como
fixos) somados a média geral, g € o vetor dos efeitos genotipicos (assumidos como
aleatdrios), p € o vetor dos efeitos de procedéncias (aleatdrios), i € vetor dos efeitos da
interacdo genotipo x ambiente/tratamentos (aleatdrios) e e € o vetor de erros ou residuos
(aleatorios). As letras mailsculas representam as matrizes de incidéncia para os referidos
efeitos. O vetor r contempla todos as repeti¢des de todos os ambientes/tratamentos. O vetor p
contempla todas as procedéncias de todos os ambientes/tratamentos.

X, Z, W e T = matrizes de incidéncia para r, g, p e i, respectivamente.

Distribuicgdes e estruturas de medias e variancias:

1 [T gl [l6Z0 0 0
Eg_g_ varlPl 2| 0105 0 0
’l.’_o’ i| 1o 0lc20
e l()J € 0 0 0Id2

Equacdes de modelo misto:
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X'x Xz x'w XT Q71 [XV]
7’X Z'Z+1A4 VA% Z'T gl _ | Z’y| om que:
w'x wz WW+Ii w'rt p W'yl '
T'X T'Z T'W T+ 12011 11y
_o%_ 1-hg-ci-c} , 0% _ 1-hg-cj-cl , g2 _ 1-h§-cp-cf
Al_aé_ hZ ’}\2_05_ c3 ,7\3—62— c?
2 _ g

= ————— = herdabilidade individual no sentido amplo, ou seja, dos efeitos
9 oi+of+o}+0f

genotipicos totais;

o3 .. L . N
¢p = = = coeficiente de determinagéo dos efeitos de procedéncias;
ogtop+oftog
2
g; - . - ~ - - ~ sy -
2 = ——1t—— = coeficiente de determinacgdo dos efeitos da interagdo genétipos x
ogtop+oi+og

ambientes/tratamentos;
em que: o/ é a variancia genotipica; o, € a variancia genotipica entre procedéncias;

of é a variancia da interagdo genotipos x ambientes/tratamentos; e o2 ¢ a variancia residual;

2 2
_ ] ___hg

T = =
gloc 2, 2, 2 2.2
0g+0p+0] hg+cp+c

> . correlacdo genotipica dos materiais genéticos atraves

i
dos ambientes/tratamentos.
Estimadores de componentes de variancia por REML via algoritmo EM:

[y'y-t"x"'y-g" z'y-p' w'y-1' T'y],

~2
O' =
€ [N=7(x)] '
~2 _ §'g+8% trc??],
Og =———

q
~2 _ |p'D+83 tr c33]
O0p = .
A2 _ [Vi+82 trc*t]
0f =— ——

C%, C% e C*advém de:

em que:

C11 Ciz Gz Cia] ™" c1t c1z ¢c13 c14

c-1= Ca1 Czz Co3 (g _ C21 22 (23 (24
C31 C33 C33 C34 C31 (32 (33 (34
Chq1 Cyp Cu3 Cyy C4 c42 43 44

em que: C é a matriz dos coeficientes das equa¢des de modelo misto; tr o operador
trago matricial; r(x) o posto da matriz X; e N, q, s, k equivalem ao nimero total de dados,
nimero de progénies, numero de procedéncias e numero de combinagdes gendtipos X
ambientes/tratamentos, respectivamente.

Nesse modelo, os valores genotipicos preditos sao dados por p + g. Com os valores

genotipicos foi obtida a correlacdo genética de Pearson entre as varidveis analisadas e demais
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andlises de divergéncia genética. Foi considerada como significativa a correlacdo genética de
Pearson, pelo teste t com p < 0,01 e p < 0,05.

A significancia dos efeitos aleatérios (g, p e i) foi obtida por meio da Analise de
Deviance por meio do teste da razdo da maxima verossimilhanga (LRT). As deviances foram
obtidas conforme descrito por Resende (2007) utilizando-se o modelo com e sem 0s
respectivos efeitos. Foi subtraida a deviance obtida no modelo completo do modelo sem o
efeito e comparada com o valor do Qui-quadrado (x¥?) com um grau de liberdade a 5 % de
significancia (3,84).

O indice de fixacdo entre procedéncias (Fst) foi calculado de acordo com a equacéo:

o

a§+(2xaj

FST

em que: Fsr é o indice de fixacdo entre procedéncias, o5 € a variancia genotipica entre
procedéncias e o/ é a variancia genotipica.

Para o estudo da divergéncia genética os valores genotipicos (1 + g) das progénies
para cada caracteristica foram submetidos a analise de agrupamento pelo método de UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean), utilizando como medida de
dissimilaridade a distancia euclidiana média genética padronizada. Adotou-se o ponto de corte
do eixo horizontal do dendrograma com base nos resultados obtidos a partir do agrupamento
Tocher (CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2014) de distancia euclidiana média genética
padronizada.

A selecéo de progénies foi realizada de forma conjunta por produtividade, estabilidade
e adaptabilidade dos materiais genéticos, baseada na estatistica denominada média harmdnica
da performance relativa dos valores genéticos preditos (MHPRVG) conforme descrito por
Resende (2004) para os caracteres com efeitos significativos da interacdo gendtipo X
ambientes/tratamentos e com rgioc baixo. Neste caso foi utilizado o valor de MHPRVG*MG,
fornecendo o valor genotipico médio das progénies nos ambientes/tratamentos avaliados
penalizado pela instabilidade e capitalizado pela adaptabilidade. Para aqueles caracteres que
ndo apresentaram efeitos significativos da interacdo genotipo x ambientes/tratamentos e com
rgloc alto a selecdo foi baseada nos valores genotipicos preditos (1 + g) considerando todos 0s
locais.

Foi realizado o indice de rank médio (RESENDE, 2007) adaptado de Mulamba e

Mock (1978) com os caracteres com acuracia seletiva (r;4) maior que 0,70, sendo valores de

MHPRVG*MG para germinacao (%G), comprimento de parte aérea (CPA) e Comprimento
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de raiz (CR), valores genotipicos preditos (1 + g) considerando todos os locais para massa
seca da parte aérea (MSPA) e massa seca de raiz (MSR). De acordo com as premissas
supracitadas foi realizada a decisdo em usar 0o MHPRVG*MG ou [ + g no indice para 0s
caracteres.

Para obtencdo dos componentes de variancia, valores genotipicos, correlacfes
genéticas, analise de agrupamento genético (UPGMA e distancia euclidiana genética), Tocher
e componentes principais genético, selecdo de progénies (MHPRVG*MG) foi utilizado o
software Selegen REML/BLUP (RESENDE, 2016). A representacdo grafica dos resultados
foi realizada via software R (R Core Team, 2020) usando os pacotes ggplot2 (WICKHAM,
2016), corrplot (WEI; SIMKO, 2017) e factoextra (KASSAMBARA; MUNDT, 2020).

Para a apresentacdo grafica heatmap da formacdo dos grupos de acordo com as
analises de agrupamento foi realizado a padronizacdo dos valores genotipicos para cada
caracteristica com base na média das progénies inseridas em cada grupo com a equagéo:

_(x-w
7 =
o

em que: z é o valor padronizado; x ¢ a observagdo genotipica individual; p é a média

genotipica populacional; e ¢ ¢ o desvio padrdo amostral.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Etapa |

Pelos resultados obtidos na Figura 2 constataram-se que, independentemente do
indutor salino utilizado, houve reducdo na porcentagem de geminacdo e desenvolvimento
inicial das sementes a medida que os niveis de salinidade do meio tornaram-se mais negativo.
Entretanto, quando comparados os efeitos dos indutores de salinidade pode-se observar que 0s
efeitos do CaCl, sdo mais severos, de modo que a redugédo da porcentagem de germinacao,
qguando comparadas ao controle, ocorreu a partir do potencial -0,2 MPa atingindo valores
nulos a partir do potencial de -0,6 Mpa. Enquanto a reducdo do desempenho germinativo, o
desenvolvimento inicial das sementes e o aumento da ocorréncia de anormalidades na
formacéo das plantulas para o NaCl e KCI, ocorreram a partir do potencial -0,4 MPa atingindo
valores nulos no potencial -1,0 Mpa.

O estresse provocado por sais afeta substancialmente todas as caracteristicas
associadas a germinagdo, vigor e desenvolvimento inicial de pléantulas, de modo que a
tolerancia a salinidade dependente da taxa de estresse nos genotipos selecionados (FOTI;

KHAH; PAVLI, 2019). Tais prejuizos sdo ocasionados devido aos efeitos de toxidade na
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germinacdo e ao incremento da retengdo osmotica do substrato dificultando o processo de
absorcdo de agua pelas sementes e, consequentemente, comprometendo 0S pProcessos
fisiolégicos e bioguimicos (NASR et al., 2012). O acimulo de ions Na " e CI" levam a uma
reducdo na conversdo enzimatica das reservas armazenadas em acgucares, resultando na
inibicdo da germinagdo, emergéncia e consequentemente no estabelecimento deficiente das
plantas (KHAN; GULZAR, 2003).
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Figura 2. Grafico heatmap baseado na formacdo dos grupos das 16 progénies de M. caesalpiniifolia a
partir da média genotipica padronizada, submetidas a niveis e fontes de salinidade.

Em que: Germinagdo (%G); indice de velocidade de germinacido (IVG); Comprimento de parte aérea (CPA);
Comprimento de raiz (CR); Massa seca da parte aérea (MSPA); Massa seca de raiz (MSR); Anormais (ANOR)

A exposicdo de sementes a condi¢des de excesso de sais pode induzir a manifestacao
de efeitos toxicos cuja magnitude resulta do grau de tolerdncia a salinidade, os quais
dependem ndo sO da espécie utilizada como também do tipo de sal (BETONI; SCALON;
MUSSURY, 2011).

O efeito mais acentuado causado pelas solugbes de CaCl,, como verificado no
presente estudo, pode estar associado ao fato do Car* ser um importante mensageiro
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secundario da transducdo de sinais, portanto, pequenas flutuacGes na concentracdo de Ca:
citossolico acabam alterando as atividades de diversas enzimas antioxidantes e também alguns
hormdnios vegetais (OLIVEIRA et al., 2010).

Dessa forma, tomados em conjunto a reducdo de todos os caracteres de
desenvolvimento analisados (germinagdo; indice de velocidade de germinacgdo; comprimento
de raiz e parte aérea; massa seca de raiz e parte aérea) e 0 aumento da anormalidade na
formacéo das plantulas com relagdo ao controle, fixou-se para a etapa Il o potencial salino de
-0,4 MPa para NaCl e KCl e 0 -0,2 MPa para o CaCl,.

3.2 Etapall
3.2.1 Correlacgéo genética

Analisando os resultados de germinacdo e desenvolvimento inicial das plantulas de 16
progénies de M. caesalpiniifolia, submetidas a niveis e fontes de salinidade por meio da
correlacdo de Pearson (r) entre as variaveis analisadas (%G, IVG, CPA, CR, MSPA, MSR,
ANOR) é possivel observar que a %G apresentou 0s maiores valores de correlacdo com a
MSPA (R= 0,87), CR (R= 0,78) e CPA (R= 0,76) (Figura 3). Estes resultados demonstram
que as variaveis MSPA, CR e CPA podem ser utilizadas como variaveis auxiliares a %G na
selecdo de genotipos quanto ao grau de tolerncia e/ou susceptibilidade & salinidade.

CorrelacGes negativas foram observadas entre ANOR e todas as variaveis analisadas.
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Figura 3. Coeficiente de correlacdo de Pearson (r) entre as variaveis morfoldgicas de 16 progénies de

M. caesalpiniifolia submetidas a niveis e fontes de salinidade e testemunha (agua destilada).

Em que: **: Significativo a 1%; ns: ndo significativo; Germinagdo (%G); indice de velocidade de germinagéo
(IVG); Comprimento de parte aérea (CPA); Comprimento de raiz (CR); Massa seca da parte aérea (MSPA);
Massa seca de raiz (MSR); Anormais (ANOR). O tamanho do circulo e a colora¢do indicam a magnitude e a
direcdo de cada correlacdo, respectivamente.

3.2.2 Anélise Multivariada

A anélise de agrupamento via UPGMA separou as 16 progénies em cinco grupos

distintos (Figura 4), indicando a presenca de ampla variabilidade genética para tolerancia a

salinidade entre as progénies estudadas.
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Figura 4. Dendrograma baseado na distancia euclidiana de valores genotipicos padronizados pelo
método UPGMA entre 16 progénies de M. caesalpiniifolia, submetidos ao estresse salino induzidos
por NaCl, KCl e CaCl; e testemunha (dgua destilada).

Na figura 5 € possivel verificar a contribuicdo relativa de diversidade das variaveis
para a formagdo dos grupos em que todas elas contribuiram para explicar a dissimilaridade
entre as progénies, atestando assim, sua importancia nesses estudos cujo objetivo seja
verificar a tolerancia das progénies M. caesalpiniifolia submetidas a fontes e doses de
salinidade.

A partir das andlises das varidveis nos dois primeiros componentes principais CP1 e
CP2 (72,2 %), cuja dispersdo gréafica esta representada de forma bidimensional (Figura 6) é
possivel observar que todas elas contribuiram para explicar a dissimilaridade entre as
progénies, devendo ser priorizadas nesses estudos, do qual o objetivo seja verificar a

tolerancia das progénies M. caesalpiniifolia submetidas a fontes e doses de salinidade.
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Figura 5. Contribuicéo relativa das varidveis morfométricas das 16 progénies de M. caesalpiniifolia
para os dois primeiros componentes principais. Germinacdo (%G); Indice de velocidade de
germinacgdo (IVG); Comprimento de parte aérea (CPA); Comprimento de raiz (CR); Massa seca da
parte aérea (MSPA); Massa seca de raiz (MSR); Anormais (ANOR).

ANOR

Grupos

CP2 (20,6%)

CP1 (51.6%)

Figura 6. Bitplot das 16 progénies de M. caesalpiniifolia com base nos dois primeiros componentes
principais obtidos pela variagdo morfométrica de sementes.

Em que: Grupo 1: PG2; PG7; PG9; PG10; PG11; PG16; Grupo 2: PG1; PG4; PG5; PG6; PG8; PG13; PG14;
Grupo 3: PG3; Grupo 4: PG12; Grupo 5: PG15. Germinagio (%G); indice de velocidade de germinacio (IVG);
Comprimento de parte aérea (CPA); Comprimento de raiz (CR); Massa seca da parte aérea (MSPA); Massa seca
de raiz (MSR); Anormais (ANOR)

Os vetores de cada variavel estabeleceram a correlacdo de cada uma delas com os CP1

e CP2. O comprimento relativo desses vetores é proporcional a sua contribuicdo para a
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discriminagdo entre 0s grupos, em que a variancia de cada variavel foi determinada por esse
comprimento. A composicdo dos grupos gerados foi idéntica aos formados pela analise de
agrupamento via UPGMA mostrada na Figura 4 demonstrando confiabilidade na adogdo dos
dois métodos usados.

Baseando-se nos resultados a partir dos dois métodos estudados observa-se que no
grupo 1, formado por 6 progénies, foi possivel observar maiores valores para a variavel IVG e
baixos valores para as demais variaveis. Em relacdo ao grupo 2 e 3, formados pela progénie 7
e 1 respectivamente, observa-se as progénies com valores mais proximos as médias para as
variaveis analisadas. O grupo 4, formado pela progénie 12, apresentou os menores valores
para todos os caracteres avaliados demonstrando que aparentemente o genotipo € o mais
susceptivel aos sais. J& o grupo 5, formado pela progénie 15, destacou-se por apresentar as
maiores médias para as variaveis, possibilitando classifica-la como a progénie mais tolerante
aos niveis e as fontes salinas estudadas (Figura 5).

A variacdo quanto ao comportamento entre 0s gendtipos aos sais se deve,
possivelmente, a melhor capacidade de adaptacdo osmética de algumas plantas, sendo capazes
de absorver e acumular ions e utiliza-los na sintese de compostos orgénicos, aléem de
apresentarem uma maior capacidade de absorcdo de agua, mesmo em potenciais osmaticos
baixos (SILVA, 2008).

Algumas espécies (glicofitas e halofitas) podem tolerar altos niveis de sais tanto no
ambiente do solo quanto nos tecidos, por meio de mecanismos morfologicos, fisioldgicos e
moleculares que atenuam (ou evitam) o estresse induzido pelos sais (FLOWERS, 2004,
TUTEJA, 2007). Tais respostas variam entre espécies, gendtipos, dentre uma mesma espécie
e entre estadios de desenvolvimento da planta (BRITO et al., 2014b) em que cada fase de
desenvolvimento a tolerancia € controlada por mais de um gene e é altamente influenciada por
fatores ambientais (SYVERTSEN; GARCIA-SANCHEZ, 2014).

Nesse estudo, diferentes técnicas multivariadas (agrupamento via UPGMA;
componentes principais) foram utilizadas para agrupar diferentes progénies de M.
caesalpiniifolia para a tolerancia quanto ao estresse salino. Os resultados obtidos com o uso
dessas técnicas foram eficientes em discriminar as progénies quanto a diversidade para
tolerancia aos sais, de forma que a progénie mais tolerante (PG15) e a mais sensivel (PG12)
foram as mais divergentes e agruparam-se separadamente.

As andlises de agrupamento dos parametros morfoldgicos, que indicam tolerancia a

salinidade, sdo ferramentas que possibilitam visualizar as variagdes genotipicas entre as
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progénies (SINGH et al., 2015). Tendo em vista estas informagdes ressalta-se a viabilidade de
identificar e avaliar genotipos tolerantes a essa condicdo por meio das analises multivariadas,
a fim de selecionar e indicar progénies adequadas e adaptadas ao convivio com estresse
salino, principalmente em regiGes aridas e semiaridas.

Com a padronizacdo das varidveis analisadas observa-se, por meio do heatmap, a
representacdo do comportamento dos grupos formados para cada variavel, entre os dois
primeiros componentes principais, comprovando-se o que foi apresentado nas analises de

agrupamentos anteriores (Figura 7).

VG Padronizados

Grupos

%G IVG CPA CR MSPA MSR ANOR
Caracteristicas

Figura 7. Gréafico heatmap baseado na formag&o dos grupos das 16 progénies de M. caesalpiniifolia a
partir da média genotipica padronizada.

Em que: Grupo 1: PG2; PG7; PG9; PG10; PG11; PG16; Grupo 2: PG1; PG4; PG5; PG6; PG8; PG13; PG14;
Grupo 3: PG3; Grupo 4: PG12; Grupo 5: PG15. Germinagdo (%G); indice de velocidade de germinacio (IVG);
Comprimento de parte aérea (CPA); Comprimento de raiz (CR); Massa seca da parte aérea (MSPA); Massa seca
de raiz (MSR); Anormais (ANOR).

3.2.3 Pardmetros Genéticos

A anélise dos componentes de variancia e analise de deviance pelo teste de razéo de
verossimilhanga (LRT) demonstrou a existéncia de diferencas significativas entre as
progénies para os caracteres avaliados (Tabela 2). Essas diferencas evidenciam a ocorréncia
de variabilidade genética entre as progénies o que é desejavel com vistas a selecdo. Efeitos
significativos para interagdo gendtipo x ambiente foram constatados para as caracteristicas de
%G, IVG, CPA, CR e ANOR indicando a existéncia de diferengas genéticas no ranking na

selecdo entre 0s gendtipos quanto a resposta as variagdes aos ambientes avaliados.
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As estimativas dos componentes de variancia e parametros genéticos (Tabela 2)
revelaram maior contribuicdo da variancia genotipica para a expressao fenotipica (%) da %G.
Em contrapartida para o IVG, CPA, CR, MSPA, MS e ANOR, observa-se uma maior
contribuicdo do efeito de procedéncia (o) e da interacdo genotipos x ambiente para a
expressdo da variacdo fenotipica de modo que, essas caracteristicas sdo as mais afetadas pelo
ambiente. Esse comportamento pode ser explicado em funcéo de que a tolerancia das espécies
ao estresse abidticos sdo controladas por muitos genes e, consequentemente, é altamente
influenciada por fatores ambientais (SYVERTSEN; GARCIA-SANCHEZ, 2014).

Tabela 2. Componentes de variancia (C.V.) e analise de deviance pelo teste de razdo de
verossimilhanca (LRT) e parametros geneticos em 16 progénis de M. caesalpiniifolia, avaliados em
trés ambientes salinos e agua destilada.

C.V. %G VG CPA CR MSPA MSR ANOR
o’ 361,39 0,15™ 0,09* 0,20m™ 0,01* 0,000017* 0,03™
o3, 34,58 8,56* 0,16* 1,38*  0,000046™  0,00023* 0,04
o2, 149,97* 2,03* 0,16* 0,44*  0,000483™ 0,000001" 6,80*
a2 96,5 0,80 0,12 0,76 0,01 0,0002 2,26
o} 642,44 11,54 0,53 2,78 0,02 0,00044 9,12
h? 0,56 +0,13 0,013 +0,02 0,16 +0,07 0,073 +0,05 0,63 +0,15 0,0387 +0,04 0,003 +0,009
2, 0,05 0,74 0,31 0,49 0,0027 0,51 0,005
Cint 0,23 0,18 0,30 0,16 0,03 0,003 0,74
hZ,, 0,90 0,13 0,62 0,50 0,99 0,52 0,02
Tyq 0,95 0,36 0,79 0,70 0,99 0,72 0,12

TG 10c 0,71 0,07 0,35 0,32 0,96 0,93 0,0039

CV 4:(%) 23,39 4.26 11,29 11,92 36,15 9,82 16,24
V(%) 7,84 31,99 15,81 31,48 7,10 37,17 42,56
Fst 0,05 0,97 0,48 0,77 0.002 0,87 0,43
'\é'eef;f‘ 81,27 9,17 2,61 3,79 0,29 0,04 1,01

C.V.: Componentes de variancia; Germinagéo (%G); Indice de velocidade de germinacio (IVG); Comprimento
de parte aérea (CPA); Comprimento de raiz (CR); Massa seca da parte aérea (MSPA); Massa seca de raiz
(MSR); Anormais (ANOR); oZ: variancia genotipica; oj.: variancia genotipica entre procedéncias; op.:
variancia da interacdo entre genotipos x ambientes (Tratamentos 0 — agua destilada; XX NaCl; XX CaCl2 e XX
KCI); o2 variancia residual; of: variancia fenotipica individual; h3: herdabilidade individual no sentido amplo,
ou seja, dos efeitos genotipicos totais; c2.: coeficiente de determinacéo dos efeitos de procedéncias; c,;:
coeficiente de determinacéo dos efeitos da interagdo genétipo x ambiente; h7,,: herdabilidade da média de
genotipo; 7,,: acuracia geneética; rg,.. correlagdo genotipica entre o desempenho nos varios ambientes;
CV4i(%): coeficiente de variagdo genotipica; CV,(%): coeficiente de variagdo residual; Fsr: indice de fixagdo
entre populac@es. *Significativo a 5 % via teste LRT; ™Na&o significativo a 5% via teste LRT.

As estimativas do coeficiente de herdabilidade no sentido amplo (h7) foram

consideradas de alta a baixa segundo Resende (2015), sendo as maiores obtidas para a

variavel CR, MSPA e %G, indicando assim possiveis ganhos genéticos a serem explorados a



85

partir da selecdo com base nessas caracteristicas. Em contrapartida, baixas estimativas do
coeficiente de herdabilidade observadas indicam forte influéncia do ambiente, dos efeitos de
procedéncias e da interacdo gendtipo X ambientes na expressao das variaveis IVG, CPA, MSR
e ANOR o que reforca a importancia do desdobramento da interacdo gendtipos x ambientes
para maximizar o ganho na selegéo das progénies.

As acuracias genotipicas foram altas para as caracteristicas de %G, CR, MSPA e MSR
(Tabela 2). De acordo com Resende e Duarte (2007) valores de acuracia entre 0,70 e 0,90 séo
classificados como de alta precisdo e valores acima de 0,90 de muito alta precisdo. Dessa
forma, tem-se alta precisdo no processo de selecdo de progénies por meio de seus valores
genotipicos a partir dessas variaveis.

A correlacdo genotipica entre os ambientes (rg;,.) variou de baixa a moderada para as
varidveis 1IVG, CPA, CR e ANOR, denotando a existéncia de interagdo gendtipos por
ambientes 0 que requer selecdo diferenciada das progénies para 0s ambientes avaliados,
indicando que alguns gendtipos podem ter desempenho superior em um ambiente e em outro
baixo desempenho, fato este ja atestado pela analise de Deviance.

No entanto, para as varidveis de %G, MSPA e MSR o rg;,. foi considerado alto.
CorrelagcGes genotipicas maiores que 0,67 sdo consideradas altas e indicam que as progénies
avaliadas atendem de forma simultanea e satisfatéria as demandas de todos os ambientes
avaliados (RESENDE, 2002).

O Fst segundo Wright (1978) revelam niveis pequenos para as variavel de MSPA, alto
para a variavel %G e elevado para as varidveis IVG, CPA, CR, MSR e ANOR, indicando
elevada diferenciacdo genética entre as procedéncias amostradas, em que, ha evidencias de
estrutura populacional que gera deriva genética suficiente para diferenciacdo de populacGes de
acordo com a localizagdo geografica das procedéncias para a maioria dos caracteres
avaliados. Assim, caracteristicas de germinacdo podem ser marcadores fenotipicos para
evidenciar estruturas de populagdo, como observado neste estudo.

A conducéo de experimentos em ambientes distintos nos programas de melhoramento
é uma metodologia comumente utilizada, resultado da interacdo gen6tipo com os ambientes, a
qual é decorrente de um desempenho diferenciado de cada genétipo por local (RAMALHO et
al., 2012). Desse modo, a indicacdo de progénies para os diferentes ambientes é dificultada,
em que, é de dificil a tomada de decisdo quanto a recomendagdo uniforme para todos 0s
ambientes em estudo o que justifica a conducdo de analises de produtividade, adaptabilidade e
estabilidade (SILVEIRA et al., 2012).
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3.2.5 Selecdo com base na produtividade, adaptabilidade e estabilidade (MHPRVG*MG)

Os valores de MHPRVG*MG observados evidenciam a superioridade média do
genotipo em relagdo a média do ambiente em que é estabelecida, de modo que, as progénies
mais tolerantes sdo as mais estaveis e de maior produtividade. Assim, o desempenho méximo
é alcancado com as mesmas progénies independente do ambiente, em que neste estudo, a
variacdo quanto aos ambientes ocorre em fungédo das diferentes fontes salinas. Dessa forma,
progénies selecionadas pelo método MHPRVG*MG sdo as que apresentam melhor toleréncia
as fontes salinas estudadas e a testemunha (adgua destilada) podendo assim serem indicadas
aos ambientes avaliados, considerando o carater em questdo (Figura 9).

Houve ampla variacdo, em termo de progénies com relagdo a porcentagem de
germinacao em que a PG1, PG2, PG3, PG5, PG6, PG7, PG8, PG13, PG14 e PG15 obtiveram
valores superiores & média geral do experimento para a variavel (Figura 9A). Com relacdo ao
IVG a PGl, PG2, PG6, PG8, PG9, PG10, PGl, PG13, PGl4 e PG16 apresentaram
produtividade acima da média para adaptacdo aos diferentes ambientes avaliados (fontes

salinas e testemunha) e foram considerados estaveis (Figura 9B).
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Figura 9. Produtividade, adaptabilidade e estabilidade de valores genotipicos (MHPRVG), de
progénies de M. caesalpiniifolia conduzidos em ambientes salinos.

Em que: Germinagdo (%G); indice de velocidade de germinacdo (IVG); Comprimento de parte aérea (CPA);
Comprimento de raiz (CR); Anormais (ANOR); MHPRVG: Média harmbnica da performance relativa dos
valores genotipicos preditos.

O efeito dos sais sobre a germinacdo e o indice de velocidade de germinacdo de
sementes ocorre em funcdo do incremento da retengdo osmotica do substrato dificultando a
absorcdo de agua pelas sementes e, consequentemente, comprometendo 0s processos de
divisdo e alongamento celular, reduzindo tanto a germinagdo final como a velocidade do
processo (NASR et al.,, 2012). No entanto, diferentes respostas genotipicas podem ser
induzidas ou expressas em maior grau quando as plantas sdo expostas a determinado estresse,
em que, variam entre espécies e entre gendétipos de uma mesma espécie (FOOLAD; LIN,
1997; SREENIVASULU; SOPORY; KAVI KISHOR, 2007).
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Estudos envolvendo a capacidade de germinacdo das espécies em condicdes de
estresse tem sido realizado por diversos autores com o intuito de verificar os efeitos genéticos
e epigenéticos, além das condi¢cdes ambientais em que a planta descendente se encontra,
podem influenciar diretamente a resposta quanto a germinacéo e velocidade de germinagéo
das sementes (LONG et al., 2015; RIX et al., 2015; SOUSA et al., 2018).

Verificou-se efeito negativo da salinidade com relacdo a tolerancia sobre as variaveis
comprimento da parte aérea (Figura 9C) e da raiz (Figura 9D) de plantulas para as progénies
estudadas, em que, apenas as PG2, PG3, PG5, PG6, PG8 e PG15 apresentaram valores
superiores a média geral para a variavel da parte aérea. Em contra partida, para a variavel
comprimento de raiz apenas a PG6, PG8, PG14 e PG15 foram superiores a média dos
ambientes. Essa variagdo quanto a tolerancia e reducdo no comprimento da parte aérea e na
raiz estd associada aos efeitos osméticos, toxicos e nutricionais decorrentes do acumulo de
sais na zona radicular da plantula (LACERDA et al., 2006).

Considerando a variavel anormalidade de plantulas (ANOR), figura 9E, a PG12
destacou-se como a menos promissora para o cultivo em ambientes salinos, pois respondeu
com valores acima da meédia para a produtividade, estabilidade e adaptabilidade. Esta
progénie, considerando todos os resultados, foi inferior a todas as outras. O efeito dos sais
exerce influéncia direta sobre a morfologia das plantulas geradas, em que, as fontes e/ou
concentracfes podem causar alteracdes significativas sobre a incidéncia de plantulas anormais
a depender do gendtipo. A partir da analise dessa variavel € possivel ter como referéncia os
disturbios fisiologicos e/ou estruturais provocados pela condi¢do salina do substrato
(HATSCHBACH, 2009), possibilitando assim, selecionar progénies com baixos valores para
esse carater.

Com base no nosso estudo, observa-se que o percentual de reducdo nas diferentes
varidveis medidas é altamente dependente da populacdo/procedéncias, sugerindo que as
sementes de M. caesalpiniifolia apresentam diferentes habilidades para lidar com os efeitos
dos niveis e fontes de salinidade a depender do genoétipo e das condi¢cBes ambientais de sua

populacéo de origem.

3.2.6 Indice de rank médio de Mulamba e Mock
Por meio do uso do indice de rank médio de Mulamba e Mock obteve-se a ordem das

progénies com melhor desempenho considerando todas os caracteres avaliados, com excegao



89

das variaveis IVG e ANOR devido a acuracia seletiva ter valores abaixo de 0,70 (Tabela 3).

Tabela 3. Ordenamento para as 16 progénies de M. caesalpiniifolia aplicado aos caracteres %G:
Germinacdo; CPA: Comprimento de parte aérea; CR: Comprimento de raiz; MSPA: Massa seca de
parte aérea; MSR: Massa seca de raiz, pelo indice de ranking médio.

Progénie %G* CPA* CR* MSPA* MSR* Indice de Mulamba e Mock Ranking

PG6 3 6 3 1 2 15 1
PG15 5 1 1 8 1 16 2
PG8 6 2 2 3 6 19 3
PG5 4 5 5 2 4 20 4
PG14 2 11 4 7 9 33 5
PG3 10 3 11 5 7 36 6
PG13 1 12 12 4 8 37 7
PG1 9 7 13 10 5 44 8
PG4 11 14 7 9 3 44 9
PG2 7 4 10 11 15 47 10
PG7 8 8 15 6 13 50 11
PG10 13 9 8 13 12 55 12
PG9 12 13 9 14 10 58 13
PG12 16 16 6 16 14 68 14
PG11 14 15 14 15 11 69 15
PG16 15 10 16 12 16 69 16

*MHPRVG*MG; #u + g considerando todos os locais.

De acordo com esta metodologia, observa-se que a PG6, PG15, PG8, PG5 e PG14
obriveram as melhores médias com relagdo aos gendtipos, considerando-se assim, as melhores
progénies avaliadas para os ambientes testados. Também foi possivel observar que dentre as
cinco primeiras progénies selecionadas, quatro delas sdo provenientes da procedéncia do
Ceara (CE), assim, sdo as mais indicadas para coleta de sementes visando a selecdo de plantas
com elevada capacidade de adaptabilidade, produtividade e estabilidade quando submetidas a
estresses abioticos como o ocasionado por sais.

Por outro lado, as progénies que apresentaram o pior desempenho a todas as variaveis
foram a PG16, PG11, PG12 PG9 e PG10. Os gendtipos coletados no estado do Piaui (PI),
apresentaram ma adaptacdo aos ambientes avaliados. Fato esse, pode ser observado a partir da
presenca de todas as progénies da procedéncia nas piores classificagdes segundo o indice de
rank médio de Mulamba e Mock, como também do baixo desempenho das progénies, tanto na
avaliacdo do potencial germinativo, quanto no desenvolvimento inicial de plantulas. Diante

disso, neste estudo recomenda-se a ndo selecdo de sementes dessa procedéncia, devido a sua
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baixa capacidade de adaptabilidade, produtividade e estabilidade das progénies quando
submetidas a ambientes salinos.

A baixa qualidade fisioldgica das sementes desta procedéncia pode estar relacionada a
condicBes climéaticas que as progénies foram expostas durante a fase de desenvolvimento de
frutos e sementes, como por exemplo um longo periodo de estiagem. A restricdo hidrica
durante o processo de formacdo resulta em sementes com material de reserva reduzido e em
consequéncia baixa germinacéo e vigor (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012).

Outro aspecto que reflete diretamente a qualidade das sementes é o periodo de sua
coleta, em que, quando a coleta é realizada fora do ponto de maturacdo fisiologica ha
tendéncia de reduzir a qualidade das sementes, cuja velocidade de deterioracdo é influenciada
pelos fatores ambientais e genéticos (PEDROSO et al., 2008).

O uso do indice de ranking médio possibilitou a selecdo de genétipos superiores para
todas as caracteristicas em que a sele¢cdo somente com base em uma varidvel dificultaria a
selecdo de progénies com bons indices em varias caracteristicas, como por exemplo para o
IVG, ndo seria selecionado a PG15, em que, para as demais caracteristicas a progénie
apresentou desempenho acima da meédia.

No estudo, a variacdo entre os ambientes ocorre devido as diferentes fontes de
salinidade do substrato e a testemunha com uso de agua destilada. Pode-se considerar que 0s
gendtipos selecionados pelo método sdo os que apresentaram melhor eficiéncia na tolerancia

aos sais com melhores respostas ao estresse causado.

4. CONCLUSOES

As sementes de Mimosa caesalpiniifolia Benth. sdo sensiveis a salinidade causada pela
reducdo do potencial hidrico em que a reducdo do desempenho germinativo e o
desenvolvimento inicial das sementes causadas pela salinidade com NaCl e KCI ocorre a
partir do potencial -0,4 MPa e para o CaCl, a partir de -0,2 MPa,

As analises multivariadas promoveram a formacdo de cinco grupos distintos,
indicando ampla variabilidade genética para tolerancia a salinidade entre as progénies
estudadas.

A progénie 15 destacou-se como a progénie mais tolerante aos niveis e as fontes
salinas estudadas, enquanto a progénie 12 apresentou maior susceptibilidade aos sais,
indicando ser a progénie menos tolerante.

As estimativas dos componentes de variancia envolvendo as progénies e os ambientes

estudados demonstram que houve diferencas significativas no desempenho dos gendétipos nos
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ambientes analisados, confirmando a ocorréncia de uma interacdo de fatores para a maioria
dos caracteres avaliados.

O indice de ranking médio possibilitou a selecdo da PG6, PG15, PG8, PG5 e PG14
como as progénies que apresentam os melhores desempenhos com relagdo a produtividade,
adaptabilidade e estabilidade em todos os ambientes avaliados, simultaneamente.
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CONCLUSOES GERAIS

Com base nos resultados obtidos com os experimentos realizados foi possivel verificar
que existe divergéncia genética entre progénies de Mimosa caesalpiniifolia avaliados a partir
dos caracteres morfométricos e na germinacao de sementes, havendo possibilidade de ganhos
genotipicos com a selecdo e que as progénies nao respondem similarmente quando expostas
aos niveis e fontes de salinidade.

As variaveis morfométrica quantificadas por meio de imagens digitais sdo eficazes na
distincdo das progénies estudas e, portanto, sdo importantes marcadores morfoldgicos que
podem auxiliar na diferenciacdo de genotipos de M. caesalpiniifolia e contribuem para
estudos de divergéncia genética. Essa metodologia também possibilita a analise de sementes
em larga escala com rapidez e precisdo, além da avaliacdo de caracteristicas de dificil
obtencdo por meio das técnicas tradicionais que se mostra de grande valia para estudos de
diversidade genética.

Houve variacdo entre as progénies quanto a germinacdo e o desenvolvimento inicial a
tolerancia aos niveis e fontes de salinidade avaliados, onde constatou-se interacdo genotipos x
ambiente para as variaveis de %G, IVG, CPA, CR e ANOR, indicando a existéncia de
diferencas genéticas entre 0s gen6tipos quanto a resposta as variacfes aos ambientes salinos.

O método MHPRVG*MG proporciona selecdo otimizada das progénies quanto a
producdo, a estabilidade e a adaptabilidade e, portanto, deve fazer parte dos critérios seletivos
para a avaliacdo e recomendacdo das progénies de M. caesalpiniifolia quanto a tolerancia a
fontes salinas em estudos quando ha efeitos da interacdo genétipos x ambiente.

A utilizacdo do indice de rank médio possibilitou a sele¢cdo das melhores progénies
com base nas variaveis de germinacdo e desenvolvimento inicial para 0s quatro ambientes
estudados, simultaneamente. Assim, € possivel realizar a selecdo com base nessas
caracteristicas, levando em consideracdo a acuracia seletiva para avaliagdo com base em um
unico caractere ou aplicado indice rank medio para avaliagdo com base em Varios caracteres.

Os programas de melhoramento florestal futuros poderdo direcionar genétipos com
ampla variabilidade com relacdo aos caracteres morfométricos de sementes, como também
selecionar progénies tolerantes a diferentes niveis e fontes de salinidade simultaneamente
visando o desenvolvimento principalmente em regiGes aridas e semiaridas, onde essa

condicdo é constantemente encontrada.
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