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RESUMO

ALMICI, Mirian da Silva, M.Sc., UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MATO GROSSO
“Carlos Alberto Reyes Maldonado”, Fevereiro de 2022, Diversidade genética de
Carthamus tinctorius L. via algoritmo de Gower. Professor orientador: Dr. Marco
Antdénio Aparecido Barelli, Professor Conselheiro: Dr. Rafhael Felipin Azevedo.

Em decorréncia da grande demanda por espécies bioenergéticas em escala mundial,
a cultura do cartamo vem se destacando como uma importante alternativa para
producao bioenergética. O cartamo € uma oleaginosa com diversas aplicagdes, além
de seu potencial bioenergético, tem alto valor para consumo humano, no ramo
alimentar, industrial, ornamental, medicinal e consumo animal. Além disso, tem
despertado interesse na agricultura nacional, pois se apresenta como uma opgao para
o cultivo de segunda safra, ndo competindo por area com culturas utilizadas na
alimentacao humana. No entanto, a auséncia de conhecimentos técnicos em relagao
ao seu cultivo e a falta de cultivares melhoradas e adaptadas para o nosso ambiente
€ um dos motivos que impedem a expansao dessa cultura no pais. Considerando que
o melhoramento genético de cartamo é essencial para aumentar a sua aceitabilidade
e utilidade como oleaginosa global, objetivou-se estimar a divergéncia genética entre
acessos de cartamo quanto aos caracteres morfologicos, agrondmicos, quimicos e
moleculares empregando o algoritmo de Gower. As informagdes referentes a
caracterizagdo morfoagronédmica, quimica e molecular, foram obtidas por meio de
experimento a campo e laboratdrio realizadas na Universidade do Estado de Mato
Grosso (UNEMAT), Empresa Mato-Grossense de Pesquisa, Assisténcia e Extenséo
Rural (EMPAER) e Instituto Federal de Mato Grosso (IFMT). Para obtengdo dos
resultados realizou-se uma analise conjunta dos dados, em que o Algoritmo de Gower
foi utilizado para a confeccdo da matriz de dissimilaridade. A matriz resultante foi
submetida a diferentes agrupamentos, sendo estes os métodos de agrupamento de
Otimizacao de Tocher, Hierarquico do UPGMA e Ward-MLM. Os métodos de
agrupamentos aplicados foram eficientes na distingdo dos acessos e os resultados
apontam a existéncia de divergéncia genética entre os gendtipos de cartamo. Os
genotipos Pl 193473, Pl 195895, Pl 237539, Pl 262443, Pl 279344, Pl 401474, PI
401475, Pl 406006, Pl 537658, Pl 544028, Pl 532639, Pl 568787, Pl 613382, PI
613503, Pl 638543 foram os mais divergentes geneticamente, sendo indicados para
programas de melhoramento.

Palavras-Chave: Cartamo; Analise conjunta; Melhoramento Genético.



ABSTRACT

ALMICI, Mirian da Silva. UNIVERSITY OF THE STATE OF MATO GROSSO “Carlos
Alberto Reyes Maldonado”, February 2022, Genetic diversity of Carthamus
tinctorius L. via Gower's algorithm. Advisor: PhD. Marco Antonio Aparecido Barelli,
Co-advisor: PhD. Rafhael Felipin Azevedo.

Due to the great demand for bioenergetic species on a world scale, the safflower crop
has been highlighted as an important alternative for energy production. Safflower is an
oilseed with several applications, in addition to its bioenergetic potential, it has high
value for human consumption, in the food, industrial, ornamental, medicinal and animal
consumption sectors. In addition, it has aroused interest in national agriculture, as it
presents itself as an option for second crop cultivation, not competing for area with
crops used for human consumption. However, the lack of technical knowledge
regarding its cultivation and the lack of improved cultivars adapted to our environment
is one of the reasons that prevent the expansion of this culture in the country.
Considering that safflower genetic improvement is essential to increase its
acceptability and utility as a global oilseed, the objective was to estimate the genetic
divergence between safflower accessions in terms of morphological, agronomic,
chemical and molecular characters using the Gower algorithm. A total of 116
genotypes from the LRG&B - UNEMAT Germplasm Collection were evaluated. The
information regarding the morphoagronomic, chemical and molecular characterization
was obtained through field and laboratory experiments carried out at the State
University of Mato Grosso (UNEMAT), Mato-Grossense Company for Research,
Assistance and Rural Extension (EMPAER) and Instituto Federal of Mato Grosso
(IFMT). For obtain the results, a joint analysis of the data was performed, in which the
Gower Algorithm was used to create the dissimilarity matrix. The resulting matrix was
submitted to different clusters, such as the Tocher Optimization, Hierarchical UPGMA
and Ward-MLM clustering methods. The clustering methods applied were efficient in
distinguishing the accessions and the results indicate the existence of genetic
divergence between the safflower genotypes. The genotypes Pl 193473, Pl 195895,
Pl 237539, Pl 262443, Pl 279344, Pl 401474, Pl 401475, Pl 401475, Pl 406006, PI
537658, Pl 544028, Pl 532639, Pl 568787, Pl 568787, Pl 613382, Pl 613382, PI
613503, Pl 638543 were the most divergent genetically, being indicated for possible
crosses.

Key words: Safflower; Joint analysis; Genetic improvement



1. INTRODUGAO

A crescente demanda energética, observada nos ultimos anos em escala
mundial tem promovido uma busca por fontes alternativas de energia, pois a maior
parte da energia mundialmente consumida provém de fontes ndo renovaveis,
impactando negativamente o meio ambiente e colocando em risco a saude humana
(Schaffner et al.,, 2019; ElI Malt e Souza, 2019). A busca por fontes de energia
renovaveis com menor impacto ambiental tem recebido grande atengdo nos mercados
nacionais e pesquisas cientificas (Delatorre et al., 2011).

Os Oleos vegetais apresentam-se como uma alternativa sustentavel,
renovavel, biodegradavel e prontamente disponivel para a geragao de energia, com
menor impacto ambiental do que as fontes de energia ndo renovaveis, além de emitir
menos poluentes gasosos e materiais particulados (El Malt e Souza, 2019).

De acordo com Hassani et al. (2020) o consumo de oleaginosas aumentou na
ultima década devido a crescente demanda por fontes de 6leo para uso alimentar e
industrial. Isso exige que a produtividade das culturas continuem aumentando e
demonstra uma forte necessidade de se desenvolver novas variedades com maiores
rendimentos e capacidade de produzir em diferentes ambientes desafiadores.

Mais de 350 espécies de plantas foram identificadas com potencial para
producao de 6leo vegetal, as quais, estdo em uso ou podem ser usadas para produzir
biodiesel (Ramos et al., 2016; Silva, 2018). Dentre estas o Carthamus tinctorius L. é
uma espécie oleaginosa que vem ganhando espago nesse cenario de plantas
alternativas para producédo de energia (Oliveira, 2016).

Cultivado em mais de 60 paises, o cartamo configura-se como uma cultura
promissora para o Brasil (Bortolheiro, 2015; Lautenchleger et al., 2020), € uma planta
herbacea anual, pertencente a familia Astaceae com diversas aplicacdes, além de seu
potencial bioenergético, tem alto valor para consumo humano no ramo alimentar,
industrial, ornamental, medicinal (Hussain et al., 2015) e consumo animal (Farran et
al., 2009). Entre outros aspectos relevantes, a cultura possui ciclo curto, em torno de
140 dias, amplo espectro de adaptabilidade as diversas condigdes ecofisiologicas,
com capacidade de se desenvolver e produzir de forma satisfatoria sob baixa
disponibilidade hidrica (Gerhard, 2014) e solos pouco férteis (Bortolheiro, 2015). As
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sementes dessa espécie contém até 50% de 6leo (Coronado, 2010), e s&o ricas em
acidos oleico e linoleico (Gerhardt, 2014; Al Snafi; Galant et al., 2015).

No Brasil, a segunda safra ndo tem sido totalmente explorada, devido aos
baixos niveis pluviométricos registrados nesse periodo que tem dificultado o cultivo
de culturas tradicionais de maior importancia econdmica como a soja e o milho
(Lautenchleger et al., 2020). Nesse contexto, o cartamo apresenta-se como uma
alternativa importante para a mudanca desse cenario, sendo uma cultura que se
adapta a essas condicdes limitantes, podendo ser cultivado no periodo de safrinha,
nao competindo por area com culturas utilizadas na alimentagdo humana. Além disso,
sua forma de cultivo € semelhante ao das grandes culturas, sendo possivel fazer uso
dos mesmos maquinarios, para semeadura e colheita (Silva, 2013).

Apesar de todas as vantagens destacadas, e de diversos trabalhos
demonstrando aptidao do pais para sua produgao (Bonfim-Silva et al.; Silva et al.; Zoz,
2015; Guidorizzi, 2016; Olivo, 2017; Paludo et al., 2018), o cartamo ainda apresenta
pouca expressao econdmica no Brasil. Segundo Gerhardt (2014), a auséncia de
conhecimentos técnicos em relacdo ao seu cultivo e a falta de cultivares melhoradas
e adaptadas para o nosso ambiente € um dos motivos que impedem a expansao
dessa cultura no pais.

Os programas de melhoramento genético tém sido utilizados em associagao
com ferramentas biotecnoldgicas e técnicas classicas, onde a principal vantagem da
utilizacdo destas é propiciar a redugcao do tempo para identificacado da diversidade
geneética entre os individuos trabalhados (Xavier et al., 2005). Além dos marcadores
moleculares, dados morfologicos, como os descritores morfoagrondmicos sao
utilizados para a caracterizagao da variabilidade de germoplasma (Gomes Filho et al.,
2010), sendo que, de acordo com Alves (2016), a caracterizagao de gendtipos via
marcadores moleculares complementa a caracterizagdo morfoagronémica, e essa
interagc&o possibilita avangos para o desenvolvimento de cultivares superiores.

As técnicas multivariadas permitem avaliar um conjunto de variaveis
aleatdrias relacionadas entre si, onde cada uma possui 0 mesmo grau de importancia,
fornecendo coeficientes de distancia genética entre os gendétipos. A quantificagéo da
diversidade genética pode ser realizada por meio de caracteres agronémicos,
morfolégicos e moleculares e outros (Amorim et al., 2007; Borborema et al., 2020), ou

mesmo a analise conjunta destes caracteres.
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A analise conjunta dos dados quantitativos e qualitativos resultou em maior
eficiéncia na determinagéo da divergéncia genética entre os acessos avaliados, sendo
uma alternativa viavel e uma ferramenta importante para o conhecimento da

variabilidade em bancos de germoplasma.

A analise conjunta de variaveis quantitativas e qualitativas € um indicador
mais completo da variabilidade existente nos bancos de germoplasma, € uma
alternativa viavel por apresentar maior eficiéncia na determinagado da divergéncia
genética entre os acessos avaliados (Gongalves et al., 2008; Moura et al., 2010). Esse
meétodo possibilita a analise simultanea de dados qualitativos e quantitativos, por meio
de um algoritmo que estima a similaridade entre dois individuos utilizando dados com
distribuicbes continuas e discretas (Gower, 1971). Com isso, objetivou-se com esse
estudo acessar a variabilidade genética de Carthamus tinctorius L. via diferentes

matrizes de dados moleculares, morfolégicos e agronédmicos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Carthamus tinctorius L.

O Carthamus tinctorius L., pertencente a familia Asteraceae, € comumente
conhecido como “kusum” na india e no Paquistdo, “hong hua” na China e como
cartamo, falso acafrao, acafrao tintureiro e agafrao bastardo em varios outros paises
(Weiss, 1983; Dajue e Muindel, 1996; Babbar et al., 2008; Coronado, 2010). A
etimologia da palavra Carthamus, deriva do hebraico “Kartami” que significa tingir, em
referéncia ao corante vermelho, laranja e amarelo extraido de suas flores secas, que
é constituido basicamente de cartamina e seus derivados, utilizados como corante
natural (Oelke et al., 1992; Coronado, 2010; Queiroga et al., 2020).

Relatos sobre o seu cultivo e uso datam mais de 4.000 anos (Ambreen et al.,
2015) e apontam a Asia e a Africa como provaveis centros de origem da espécie, onde
inicialmente era utilizado como corante para tecidos e alimentos e para uso medicinal
(Dajue e Mundel, 1996; Weiss, 2000; Silva, 2013). Atualmente vem ganhando
destaque devido ao seu potencial para a produgao de dleo, que além de ser utilizado
na alimentagcdo humana para cozinhar, fabricar margarina e como 6leo de salada
substituindo o azeite de oliva apresenta potencialidades como matéria prima para
producao de biodiesel e na fabricagao de tintas e vernizes (Ekin, 2005; Bagheri e Sam-
Dailiri, 2011).

E uma oleaginosa de porte herbaceo, caule ereto e ramificado, ligeiramente
pubescente ou glabro, de 0,4 e 2,0 m de altura. Possui sistema radicular bem
desenvolvido, com uma raiz pivotante que penetra profundamente o solo, podendo
atingir até 3,0 m de profundidade (Coronado, 2010), caracteristica que lhe confere
maior eficiéncia para absor¢ao de agua de camadas mais profundas do solo (Dajue e
Muandel, 1996; Pereira, 2013).

A planta possui folhas simples, inteiras, coriaceas, alternas e dentadas de
coloragédo verde médio a escuro, com espinhos nas margens € no apice no periodo
da floragdo. E predominantemente autégama, com taxa de autofecundagédo superior
a 90%, com inflorescéncias em capitulos terminais globlosos isomoérficos na haste
central e nas ramificagdes e bracteas involucras externas. Cada ramificacdo da haste

possui de 1 a 5 capitulos solitarios no apice dos ramos nas coloracdes, creme,
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amarelo, laranja ou vermelho (Dajue e Mundel, 1996, Abud et. al., 2010; Bellé et al.,
2012; Menegaes, 2019).

Os frutos sdao secos do tipo cipsela/aquénio concrescido com a semente
formando diasporo tetragonal. Cada capitulo, origina 15 a 30 didsporos, em que suas
sementes possuem alto teor de 6leo (35 a 50%), rico em vitamina C, betacaroteno,
proteinas (~36%) e amido (~3%) como matérias de reserva (Coronado, 2010;
Menegaes, 2019). Os diasporos (fruto e semente) sdo eurispérmicos, com formato
irregular, apice achatado e base arredondada, de coloragao branca amarelada quando
seca, e acinzentada quando hidratada (Abud et al., 2010). No bordo apical podem
apresentar uma estrutura denominada papus, constituida de pelos de coloragao
branca, em torno de um milimetro (Menegaes, 2019).

Possui ciclo relativamente curto, com variagbes entre 110 a 150 dias,
dependendo do gendtipo e das condigdes ambientais (Bortolheiro, 2015; Guidorizzi,
2016). A germinagédo € do tipo epigea e a plantula fanerocotiledonar, pois ha a
liberagdo dos cotilédones do tegumento da semente com consequente emergéncia
destes. O processo germinativo inicia-se a partir do primeiro dia da semeadura, com
a protrusdo da radicula no apice da semente, préximo a regido da micropila.
Inicialmente ocorre um expressivo crescimento da raiz axial e em seguida ha
exposicao do hipocétilo (Abud et al., 2010; Queiroga et al., 2020).

Necessitam de temperatura ambiente maior que 4° C para que ocorra a
germinagao (Coronado, 2010), nessas condigdes, as plantulas podem emergir em um
intervalo de trés a oito dias apds a semeadura (DAS), dando inicio ao estadio de roseta
(Oelke et al., 1992; Abud et al., 2010), caracterizado pelo crescimento lento da planta
com diversas folhas se desenvolvendo na base do caule, junto ao solo, em arranjo
circular com pouco ou nenhum desenvolvimento do caule e grande crescimento de
raizes, que lhe conferem maior resisténcia a seca. (Silva, 2013).

O estadio de roseta tem duracao de 21 a 42 dias apos a emergéncia (DAE)
das plantulas, dependendo do material genético e das condigdes ambientais,
principalmente a temperatura (Bortolheiro, 2015). Durante este periodo, sdo altamente
resistentes ao frio e as geadas, mas devido ao seu crescimento lento, s&o vulneraveis
a plantas infestantes que competem por agua, luz e nutrientes (Oelke et al., 1992;
Borbon-Gracia et al., 2010).
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O alongamento e as ramificagbes do caule sdo os estadios de maior
crescimento vegetativo da planta, com duragdo aproximada de seis a oito semanas
(Queiroga et al., 2020). O inicio da floragao ocorre em torno de 60 a 100 dias apos a
emergéncia, tendo duragédo de 14 a 21 dias, dependendo das condi¢des climaticas.
Os aquénios amadurecem quatro a seis semanas apos o inicio da floragao (Coronado,
2010) e o ponto ideal para colheita se da entre duas a trés semanas apds a
maturidade, periodo em que as plantas se encontram completamente senescentes,
apresentando coloragao marrom nas folhas e capitulos. Nesta fase, a umidade das
sementes encontra-se com aproximadamente 10% (Emongor, 2010).

Em relacdo as condi¢des de cultivo, o cartamo apresenta elevada capacidade
de adaptacdo as mais diversas condicbes edafoclimaticas, tendo um bom
desenvolvimento em altitudes situadas até 800 metros acima do nivel do mar. Pode
suportar amplitude térmica de -7 a 40 °C, dependendo do seu estadio de
desenvolvimento e considera-se de 20°C a 35°C a faixa de temperatura ideal para o
seu bom desempenho (Emongor, 2010; Coronado, 2010).

Possui pouca ou nenhuma resposta ao fotoperiodo e se desenvolve bem em
regides com precipitagbes acima de 400 mm por ciclo vegetativo, entretanto, ndo
tolera solos encharcados, podendo reduzir seu rendimento e favorecer o
desenvolvimento de doencas. E tolerante a seca e, sob escassez hidrica moderada,
pode apresentar ligeira redugcao da produtividade de graos. Ademais, pode ser
cultivada em diferentes tipos de solo, desde que sejam profundos, pouco
compactados e bem drenados (Oelke et al., 1992; Mundel et al., 2004; Coronado;
Emongor, 2010; Bagheri e Sam-Dailiri, 2011; Hussain et al.,, 2015). O manejo
mecanizado é realizado com o mesmo maquinario utilizado pelas culturas de soja,
trigo ou milho, sendo necessario apenas algumas adaptagdes, o que facilita o seu

manejo e reduz custos de produc¢édo desta cultura (Silva, 2013).

2.2. Importancia da cultura do Cartamo

O cultivo do cartamo tem se expandido nos continentes asiatico, europeu e
americano, devido ao reconhecimento de suas inumeras utilidades, fonte de 6leo de
boa qualidade e alto valor para fins industriais e alimentares (Sehgal e Raina, 2009).

Com isso, a cultura tem despertado interesse na agricultura brasileira, pois além da
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sua versatilidade de propriedades, apresenta-se como opgao promissora para o
cultivo no periodo da entressafra (Guidorizzi, 2016), principalmente para a regiao do
cerrado brasileiro (Zoz et al., 2012), visto que os solos sao, em sua maioria, profundos
e bem drenados e que ha irregularidade do regime pluvial (Anicésio, 2014).

A produgédo de graos de cartamo para o ano de 2019 foi em torno de 590 mil
toneladas, em uma area cultivada de aproximadamente de 652 mil hectares, onde o
Cazaquistao se destacou com a maior area cultivada, com mais de 262 mil hectares,
representando 40 % da area total colhida no mundo e também a maior produgao,
sendo esta, superior a 199 mil toneladas por hectare. Os Estados Unidos da América
ocupam a segunda posicdo em producdo (88.130 toneladas), seguido da Russia
(81.189 toneladas), México (51.655 toneladas), China (33.128 toneladas) e india
(24.640 toneladas) (Faostat, 2021).

Segundo dados da Food and Agriculture Organization of the United Nations
(FAOSTAT), o Brasil ndo aparece na lista como produtor de cartamo devido a pequena
expressao desta cultura. No entanto, trabalhos realizados vém demonstrando a
aptidao do pais para produgéo dessa oleaginosa (Bonfim-Silva et al.; Silva et al.; Zoz,
2015; Guidorizzi, 2016; Olivo, 2017; Paludo et al., 2018).

A cultura do cartamo possui alto valor agregado, visto que todas as suas
partes vegetativas ou produtivas podem ser utilizadas. No Brasil, existem apenas sete
cultivares registradas no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
sendo elas: Benibana, Carthamus Tall Lasting White, Espinheira tintureira, Lasting
Orange, Lasting Yellow, Rustisol 120 e a IPR 211 registrada no ano de 2021 pelo
Instituto de desenvolvimento Rural do Parana — IAPAR - EMATER. Destas, trés sao
cultivares ornamentais, sendo elas: Lasting White, Lasting Yellow e Lasting Orange,
que de acordo com Lautenchleger et al., (2020), ndo ultrapassam os 90 cm de altura,
preferem temperaturas amenas e podem ser semeadas o ano todo.

As suas flores sado utilizadas com fins ornamentais devido a sua admiravel
beleza como flor de corte, tanto como material fresco, quanto seco (Bradley et al.,
1999; Oelke et al., 1992), e o corante extraido de sua flor é utilizado desde a
antiguidade para colorir alimentos, produtos téxteis e para fins medicinais (Dajue e
Muandel, 1996; Ekin, 2005). Pesquisas evidenciam que o 6leo de cartamo € benéfico
a saude humana por possuir diversas propriedades medicinais, visto que, ja existem

inUmeros medicamentos a base de cartamo atuando na cura de diversas anomalias
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(Emongor, 2010; Danieli et al., 2011). As sementes sdo ricas em minerais (Zn, Cu, Mn
e Fe), vitaminas (tiamina e B-caroteno) e tocoferois a, B e y (Velasco et al., 2005).

Entre outros usos, apresenta grande potencial para produgdo de biomassa,
com excelente qualidade nutricional, tornando viavel sua utilizacdo para alimentagao
animal, seja na forma de pastagem e forragem ou armazenado como feno ou silagem.
Outro aspecto que deve ser ressaltado é o alto rendimento de massa seca, que
contribui para a manutengdo de palhada em sistema de plantio direto (Zoz et al.,
2012).

No consumo humano, o 6leo de cartamo é usado principalmente para a
producdo de o6leo comestivel e margarina, podendo também ser utilizado como
suplemento nutricional, pela grande quantidade de acido oleico (Omega 9) e linoleico
(Omega 6), que podem ajudar na reducdo do nivel de colesterol ruim no sangue
(Berglund et al., 2013), na queima de gordura e na tonificagdo muscular (Medeiros,
2011).

Em relagdo ao fator energético da planta, os grédos de cartamo possuem
teores de 6leo que variam de 35 a 50 % (Coronado, 2010), seu 6leo é insipido
levemente amarelado e com caracteristicas nutricionais semelhantes ao do girassol
(Gerhardt, 2014). O cartamo pode ser caracterizado conforme a predominancia do tipo
de acido graxo em maior porcentagem: quando apresenta altos teores de acidos
graxos monoinsaturados é considerado do tipo oleico e outro com altos teores de
acidos graxos poli-insaturados determinado como linoleico, ambos contém
principalmente acido palmitico (C16: 0), acido estearico (C18: 0), acido oleico (C18:
1) e acido linoleico (C18: 2) (Tabela 1).

Tabela 1. Composi¢gao majoritaria em acidos graxos dos 6leos de cartamo

C16:0 C18:0 C18:1 C18:2 OUTROS
%
CARTAMO oLEico 4~8 23~8 736~79 11 ~19 0,8~1,9

CARTAMO LiNoLEICO 53~8 19~29 84~231 678~832 12~24
FONTE: Knothe (2005).

VARIEDADE

Quanto ao uso industrial, apresenta potencial como matéria prima para

diversos fins, podendo ser utilizado na producéo de biodiesel e na fabricagao de tintas,
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esmaltes, vernizes, entre outros (Mundel et al., 2004; Ekin, 2005, Chaves Neto et al.,
2020). Mundialmente, a principal finalidade do cultivo desta espécie € obtencao de
Oleo comestivel de bom valor nutricional, porém, Dordas e Sioulas (2008) ressaltam
que nos ultimos anos a importancia do cartamo e de outras oleaginosas tem
aumentado, principalmente pelo interesse na producao de biocombustiveis.

Pesquisas nacionais com 6leo de cartamo para a producdo de biodiesel
demonstram que a reacgao de transesterificagao tem refletido em bons rendimentos do
Oleo. Medeiros (2011) ao avaliar a viabilidade técnica do biodiesel metilico do 6leo de
cartamo por meio da analise dos perfis cromatograficos dos biodieseis de cartamo,
verificou que os biodieseis obtidos sdo adequados para serem utilizados como
combustiveis de motores a diesel. Por meio do teste de consumo, o autor constatou
ainda que, a blenda entre o biodiesel de cartamo com diesel de petréleo B20 (20% de
biodiesel e 80% de diesel), apresenta menor consumo sem déficits de poténcia,
aferindo nestas porcentagens a blenda ideal para o biodiesel de cartamo ser utilizado
em motores a diesel.

Oliveira (2016) considerou de forma abrangente a viscosidade, acidez, acidos
graxos livres, indice de peroxidos e poder calorifico ao avaliar as caracteristicas do
biodiesel proveniente de 6leo de sementes de cartamo e constatou que, a combustao
do biodiesel de cartamo € similar aos padrdes do diesel de origem mineral, e que os
padrdes observados estdo de acordo com o estabelecido pela Agéncia Nacional do
Petroleo.

Hashemi et al. (2020) avaliaram a planta de cartamo como matéria-prima
atrativa para o desenvolvimento de um sistema de biorrefinaria para a producéo de
biodiesel a partir de sementes oleaginosas de cartamo, produgéo de biogas da torta
de sementes remanescentes e producao de bioetanol a partir de palha de cartamo e
concluiram que o cartamo apresenta alto potencial como matéria-prima para
multicombustivel. E notério o potencial dessa cultura para cultivo no Brasil em fungao
das suas caracteristicas, no entanto, faz-se necessario ampliar os estudos tanto para
manejo, como para o melhoramento genético, visando o desenvolvimento de

cultivares adaptados as condicoes brasileiras.
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2.3. Melhoramento genético do cartamo

A variabilidade ou diversidade genética existente em uma espécie ou em
espécies correlatas que sao capazes de se intercruzar € a matéria-prima utilizada nos
programas de melhoramento (Amabile et al., 2018), considerada como condi¢ao
basica para o sucesso de um programa de melhoramento genético (Vellini, 2007;
Ivoglo et al., 2008). Estudos com a cultura do cartamo tém demonstrado a existéncia
de diversidade genética entre seus gendtipos (Silva, 2013; Gerhardt, 2014; Zoz,
2015).

Os programas de melhoramento tém sido direcionados para produzir
cultivares resistentes a pragas e doengas e com elevado teor éleo de boa qualidade,
para atender as exigéncias das condigdes locais, sistemas de cultivo e de demandas
do mercado, no entanto, a produtividade € o principal foco da cultura na atualidade
(Ekin, 2005).

A diversidade genética do cartamo é expressa na forma de gendtipos
preservados em bancos de germoplasma, que podem ser avaliados por meio da
caracterizagado dos genotipos, utilizando caracteristicas morfologicas, agronédmicas,
fisiologicas e moleculares (Boldt, 2014). Compreender as diferentes caracteristicas
podem ajudar os programas de melhoramento a melhorar suas propriedades
nutricionais (Golkar, 2014), bem como, auxiliar os melhoristas no controle de
diferentes tragos da planta e a evoluir para obtengdo de novos gendétipos (Singh e
Nimbkar, 2006).

Além disso, a avaliagdo da diversidade genética entre os gendtipos de um
banco de germoplasma gera informagdes sobre potenciais genitores a serem
utilizados em programas de melhoramento, permitindo a identificagao de duplicatas e
troca de germoplasma entre pesquisadores (Costa et al., 2011). Os maiores bancos
de germoplasma de cartamo estdo localizados na india, China, Estados Unidos e
Etidpia (Dajue e Mundel, 1996; Sigh e Nimbkar, 2007; Silva, 2013). A alta distribuicao
desses centros fez com que o cartamo chegasse aos mais diversos paises, como é o
caso do Brasil, sendo uma cultura introduzida pelo Instituto Mato-grossense de
Algodao (Gerhard, 2014), que importou 926 acessos de cartamo do banco de

germoplasma americano (Zoz, 2015).
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A hibridagao tem sido a forma mais utilizada para se introduzir variabilidade
genética em uma populagao, devido as diferentes combinagdes génicas que podem
ser formadas provenientes dos parentais (Borém e Miranda, 2005; Carvalho et. al.,
2008; Pinto, 2009). No entanto, por ser um trabalho demorado e detalhista, outra
técnica mais pratica e rapida foi descrita por Dajue e Mindel (1996), denominada
emasculacdo em massa, cujo método foi desenvolvido no Nimbkar Agricultural
Research Institute (NARI), em Phalran, na india.

Olivo (2017) ao avaliar 10 combinacdes de cartamo em dialelo completo em
F1 e F2, determinando a capacidade geral (CGC) e especifica de combinac¢do (CGE),
observou contribuicdo da CGC na variagdo genética das populagdes, evidenciando
acdes génicas aditivas para todas variaveis em todas as caracteristicas avaliadas em
F1 (numero de ramos por planta, numero de capitulos por planta, massa de graos) e
F2 (altura de planta, numero de capitulos por planta, massa de graos, numero de
graos por planta, n° de graos por capitulo, teor de 6leo), exceto numero de ramos por
planta.

Espanini et al., (2019) ao investigar a possibilidade de uso da hibridagéao
interespecifica para expandir a diversidade genética para produgdo de sementes,
seus componentes e tolerancia a seca em gerag¢des avangadas utilizando o cartamo
cultivado e dois parentais selvagens, constatou que a introdugcdo selvagem pode
aumentar a diversidade genética em cartamo e pode desempenhar um papel
importante no melhoramento genético da tolerancia a seca nesta planta. Além disso,
o autor destacou que a selegdo indireta (por indice de selegao) para produgao de
sementes em populagdes interespecificas de cartamo é um método util para
desenvolver linhagens superiores em programas de melhoramento e que é possivel
combinar tolerancia a seca com alto potencial de rendimento de genétipos de cartamo

por meio de selecdo em populacdes interespecificas.

2.4, Diversidade genética e analise multivariada

O estudo da diversidade € de grande importancia dentro de programas de
melhoramento genético, pois € através dele que um pesquisador obtém condigbes de
definir uma estratégia de selecdo em busca de cruzamentos mais eficientes e

melhores genes (Ferreira, 2007), para que possam ser formados genoétipos com
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caracteristicas superiores. Lukde et al. (2017) ressalta que a variabilidade genética é
essencial no germoplasma base para que possam ser obtidas as recombinagdes
desejadas nas populagdes de melhoramento.

Para conhecer a variabilidade disponivel €& necessario quantificar a
variabilidade genética e também classificar o germoplasma em fungédo desta
variabilidade, através de analises de agrupamento (Lukde et al., 2017). A estrutura
genética da populagdo associada a procedimentos estatisticos apropriados permite
estimar ganhos genéticos e predizer se determinados individuos poderao ou nao ser
utilizados nas etapas seguintes em um programa de melhoramento (Vencovsky e
Barriga, 1992).

De acordo com Cruz e Carneiro (2003) a diversidade genética pode ser
estimada por meio da medigcdo de caracteristicas morfolégicas, agronémicas e
moleculares entre outros, fazendo uso de métodos biométricos baseados em
processos preditivos. Na predicdo da diversidade, pode-se fazer uso de diversas
analises multivariadas, com destaque para os métodos aglomerativos (analise de
agrupamento), que tém por finalidade reunir os genitores em varios grupos por
critérios de classificagédo, de tal forma que exista homogeneidade dentro do grupo e
heterogeneidade entre grupos.

A estimativa da diversidade genética normalmente é realizada considerando
de forma individualizada dados quantitativos e qualitativos (Cabral et al., 2010), no
entanto, quando se tem varidveis quantitativas, qualitativas e/ou multicategéricas
simultaneamente, um dos métodos indicados € o algoritmo de Gower (1971), que
permite agrupar os individuos analisando concomitantemente todos os tipos de
variaveis por meio de um algoritmo, em que estima-se a similaridade entre dois
individuos utilizando dados com distribuicbes continuas e discretas.

O processo de agrupamento € formado geralmente por duas etapas, sendo a
primeira relacionada com a estimagdo de uma medida de dissimilaridade entre os
gendtipos e a segunda com a utilizagdo de um método adequado para a formagao dos
grupos (Cruz e Regazzi, 2004). Dentre os métodos de agrupamento, os mais
utilizados sdo os de otimizagdo (Tocher) e os hierarquicos (UPGMA e WARD),
empregados em grande escala pelos melhoristas de plantas (Cruz e Carneiro, 2003;
Bertan et al., 2006; Cruz et al., 2012).
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O método de otimizagdo forma os grupos a partir da adequacgao de algum
critério de agrupamento, este método visa maximizar ou minimizar alguma medida de
distancia pré-estabelecida entre os individuos otimizados (Diegues, 2014). Por sua
vez, nos métodos hierarquicos os gendétipos sao agrupados por um processo que se
repete em varios niveis até o estabelecimento de um dendrograma de alto conteudo
informativo (Cruz, 2005).

O método de otimizagao proposto Tocher, citado por Rao (1952) consiste na
formacdo de um grupo inicial composto pelo par de individuos mais similares,
identificados mediante a matriz de dissimilaridade. Posteriormente avalia-se a
inclusdo de novos individuos, a partir do critério que a distancia média dentro de cada
grupo deve ser menor que as distancias médias entre quaisquer grupos.

O UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using na Arithmetic Average) é
um meétodo de agrupamento ndo-ponderado, que utiliza médias aritméticas das
medidas de dissimilaridade, evitando caracterizar a dissimilaridade por valores
extremos (maximo e minimo) entre os gendtipos. A construgdo do dendrograma é
estabelecida pelos modelos ajustados de menor dissimilaridade (Cruz et al., 2004).

A distor¢do produzida no processo de agrupamento € estimada por um
coeficiente de correlagdo cofenética (CCC) proposto por Sokal e Rohlf (1962), o qual
quantifica a concordéancia entre os valores originais da matriz de dissimilaridade e os
elementos da matriz cofenética (Cruz e Carneiro, 2006). De acordo com Vaz Patto et
al. (2004), o ajuste do coeficiente de correlagéao cofenética é considerado bom quando
€ significativo e apresenta valores iguais ou superiores a 0,56, indicando um bom
ajuste entre as matrizes originais de distancias e as distancias da matriz cofenética.

Os métodos de agrupamento Tocher e UPGMA s&o utilizados em conjunto
por revelar correspondéncia na alocagdo dos gendtipos avaliados nos grupos
correspondentes, de forma que o UPGMA complementa o método de Tocher (Arriel
et al., 2006). A associagdo de métodos de agrupamento fornece um suporte mais
eficiente para a determinagao da divergéncia, pois o Tocher discrimina cada grupo e
o UPGMA discrimina cada genétipo, podendo inferir com maior seguranga no
emprego de genitores em programas de melhoramento (Bertan et al., 2006).

O procedimento MLM (Modified Location Model), proposto por Franco et al.
(1998), é outra interessante estratégia para quantificar a variabilidade, pois permite

analisar variaveis quantitativas e qualitativas simultaneamente, sendo possivel ainda,
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definir o numero 6timo de grupos e identificar a melhor probabilidade de cada acesso
alocar-se em determinado grupo (Gongalves et al., 2009; Krause et al., 2017). Essa
estratégia consiste de duas etapas: na primeira, o método de agrupamento Ward
(Ward Junior, 1963) define os grupos por meio da matriz de dissimilaridade de Gower
(Gower, 1971) e na segunda, a média do vetor das variaveis quantitativas é estimada
pelo procedimento MLM, independentemente do valor das variaveis qualitativas.

Este procedimento tem sido utilizado em varias culturas, a exemplo do feijao
(Barbé et al., 2010; Cabral et al., 2010), goiaba (Campos et al.,, 2013), tomate
(Gongalves et al., 2009), mamona (Oliveira et al., 2013), banana (Pereira et al., 2012),
pinhdo-manso (Brasileiro et al., 2013; ), maracuja (Paiva et al., 2014). Na cultura de
cartamo a utilizacdo do Ward-MLM ainda é escassa, mas também vem sendo
utilizada.

Houmanat et al., (2021) utilizando métodos estatisticos apropriados para a
analise da diversidade genética de cartamo usando analise de agrupamento
hierarquico aglomerativos através da combinagdo de caracteristicas fenotipicas e
marcadores moleculares observaram que o Ward foi o melhor método de classificacéo
de acessos, comparando com o UPGMA, utilizando a distancia de Gower para
caracteristicas fenotipicas e dados combinados. Os autores relataram ainda que a
analise de agrupamento utilizando caracteristicas fenotipicas e moleculares
separadamente foram menos concordantes, indicando que esses dois conjuntos de
caracteristicas da cultura carregam informacdes diferentes que devem ser reunidas e

combinadas para um agrupamento melhor e mais realista dos acessos de cartamo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Instalagao e condugao experimental

As informacdes referentes a caracterizagdo morfoagronémica, quimica e
molecular, foram obtidas por meio de experimento a campo e laboratério realizadas
na Universidade do Estado de Mato Grosso (UNEMAT), Empresa Mato-Grossense de
Pesquisa, Assisténcia e Extensao Rural (EMPAER) e Instituto Federal de Mato Grosso
(IFMT). O beneficiamento e armazenamento das sementes e do tecido foliar, bem
como a extragao do DNA, amplificacéo e eletroforese dos amplicons, foram realizadas
no Laboratério de Recursos Genéticos & Biotecnologia (LRG&B), localizado na
UNEMAT, Campus “Carlos Alberto Reyes Maldonado”, Caceres-MT.

Para a extracao e caracterizagdo quimica do 6leo das sementes, as analises
foram realizadas no Laboratério de Matérias Primas e Producdo de Biodiesel
(LMPPB), localizado na UNEMAT, Campus “Deputado Estadual René Barbour”, Barra
do Bugres-MT. A analise do perfil de acidos graxos do 6leo extraido foi realizada no
Laboratdrio de Instrumentacgéo (LI), localizado no IFMT, Campus “Bela Vista”, Cuiaba-
MT.

Foram avaliados 116 gendtipos de cartamo, os quais foram cedidos ao
Laboratério de Recursos Genéticos & Biotecnologia (LRG&B) da Universidade
Estadual de Mato Grosso “Carlos Alberto Reyes Maldonado” (UNEMAT), Campus de
Caceres-MT, pelo Banco Ativo de Germoplasma (BAG) do Instituto Mato-grossense
de Algodéao (IMA-MT), localizado em Primavera do Leste-MT (Tabela 2).

Tabela 2. Identificacdo e procedéncia dos 116 gendtipos de Carthamus tinctorius L.
pertencentes ao LRG&B da UNEMAT, Caceres-MT

N° PI Origem Ord. Pl Origem Ord. PI Origem Ord. PI Origem
1 193473 Etiopia 30 305209 india 59 407606 Turquia 88 568866 China
2 195895 Marrocos 31 305540 Cazaquistao 60 407613  Turquia 89 568870 China
3 237539 Turquia 32 306832 india 61 451954 india 90 568876 China
4 248385 india 33 306833 india 62 451956 india 91 572431 EUA
5 248620 Paquistéo 34 306838 india 63 506426 China 92 572439 EUA
6 248808 india 35 343783 Iran 64 508068 EUA 93 572450 EUA
7 248828 india 36 343930 Etiopia 65 514625 China 94 572464 EUA
8 248839 india 37 367833 Argentina 66 525457 EUA 95 572544  Canada
9 248852 india 38 369845  Tajiquistdo 67 537658 EUA 96 576981 China
10 250083 Egito 39 369849 Russia 68 537673 EUA 97 576985  Franga

-
-

250188 Paquistéo 40 369854  Uzbequistéo 69 537680 EUA 98 613357 EUA
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12 250190 Paquistao 41 392029 Turquia 70 537682 EUA 99 613361 EUA

13 250203 Paquistao 42 392030 Turquia 71 537684 EUA 100 613366 EUA
14 250204 Paquistéo 43 392031 Turquia 72 537697 EUA 101 613373 EUA
15 250840 Iran 44 393500 Iran 73 537712 EUA 102 613380 EUA
16 250922 Iran 45 401474  Bangladesh 74 544002 China 103 613382 EUA
17 253540 Hungria 46 401475  Bangladesh 75 544013 China 104 613384 EUA
18 253899 Siria 47 401477  Bangladesh 76 544028 China 105 613394 EUA
19 259996 Paquistéo 48 401480  Bangladesh 7 544030 China 106 613409 EUA
20 259997 Paquistéo 49 401578 india 78 544031 China 107 613415 EUA
21 262443 Espanha 50 401589 india 79 544036 China 108 613419 EUA
22 262447 Cazaquistao 51 405955 Iran 80 544038 China 109 613422 EUA
23 262450 india 52 405961 Iran 81 544043 China 110 613456 EUA
24 279344 Japéo 53 405965 Iran 82 560178 EUA 111 613503 EUA
25 283757 india 54 405970 Iran 83 532639 india 112 613519 Iran
26 304438 Iran 55 405975 Iran 84 568787 China 113 638543 Canada
27 305161 india 56 406006 Iran 85 568792 China 114 653143 EUA
28 305198 india 57 406007 Iran 86 568795 China 115 653149 China
29 305207 india 58 406015 Iran 87 568798 China 116 653186 China

3.2. Caracterizagdo agrondmica e morfolégica

3.2.1. Localizagao e condugao do experimento

O experimento foi realizado em condicdo de campo na area experimental
pertencente a EMPAER, latitude 16°43’42” S e longitude 57°40’51” W com altitude de
118 metros, localizado no municipio de Caceres-MT, na BR 070. O clima tipico dessa
regido, segundo a classificagdo de Koppen, é inverno tropical quente, umido e seco
(Awa), com periodo chuvoso de outubro a abril, e estiagem de maio a setembro
(Dallacort et al., 2014). O solo é classificado como Argissolo Vermelho Amarelo
Eutrdfico chernossalico, com textura média argilosa (Arantes et al., 2012).

Amostras de solo formam coletadas antes da implantacdo do experimento.
Para as analises quimicas, foram determinados os seguintes resultados na camada

de 0-20 e 20—40 cm respectivamente, conforme tabela 3:

Tabela 3. Analise quimica e textura do solo de amostras retiradas na profundidade de
0-20 e 20-40 cm da area experimental
Analise Quimica

P K Ca+tMg Ca Mg Al H+Al M.O

Perfil pH H20 pH CaCl2 ,
mg dm* Cmolc dm= g dm?3
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0-20 6,2 5,5 16,6 0,37 33 2,706 00 3,0 25
20-40 6,0 5,3 6,0 0,24 29 210800 32 29

Os 116 gendtipos foram plantados em parcelas experimentais de quatro linhas
de 1 m de comprimento, dispostas no espagamento 0,50 m x 0,10 m entre e dentro
de fileiras e as avaliacbes foram realizadas apenas nas duas linhas centrais. A
adubacao foi realizada com base na analise quimica do solo e nas recomendacoes
da cultura do girassol, devido a falta de recomendacéao especifica para a cultura no
Brasil. Foram aplicados uniformemente na unidade experimental 80g do composto N
- P20s - K20 (4-14-8).

As medidas basicas de manejo foram adotadas durante o ciclo da cultura,
onde realizou-se capina manual para o controle de plantas daninhas e irrigagao por
aspersao sempre que necessario, para que as condicoes ideais de desenvolvimento
da cultura fossem mantidas. A colheita foi realizada de forma manual apds o periodo
de maturagéo fisioldgica de cada gendtipo. Apos a colheita, os (as) aquénios/cipselas
passaram por um processo de beneficiamento para remocado de impurezas e foram
armazenados em sacos plasticos impermeaveis etiquetados a uma temperatura de 25

°C para posterior extracao do dleo.

3.2.2. Descritores agrondmicos e morfolégicos

A caracterizagdo agrondmica e morfolégica baseou-se nos descritores
recomentados pelo International Board for Plant Genetic Resources - IBPGR (1983) e
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento-MAPA (2013). Sendo avaliadas
as seguintes caracteristicas:

a) Dias para floragdo (FLORAC): Determinado pela propor¢ao entre o numero de
dias desde a semeadura até a floragao de 50% das plantas com pelo menos uma
inflorescéncia aberta.

b) Ciclo da Planta (CICLO): Determinado pela relagao entre os dias de semeadura e
os dias de colheita.

c) Numero de Ramificagbes/planta (NRP): Medida determinada pelo numero de

vezes que a planta ramifica.
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t)

Altura da Planta (ALTP): Medida expressa em centimetros, realizada entre o solo
e 0 apice das plantas, com o auxilio de régua graduada.

Numero de Capitulos/planta (NCP): Obtido pela contagem do numero total de
capitulos por planta.

Numero de sementes/capitulo (NSC): Obtido pela contagem da quantidade total
de sementes por capitulo.

Diametro do capitulo (DCAP): Medido com o auxilio de um paquimetro digital e
expresso em milimetros.

Diametro do caule (DCAU): Medida expressa em milimetros, determinada pela
média de trés medigdes do caule (base, meio e apice), com um paquimetro digital.
Peso de 100 sementes (P100): Determinado pela contagem ao acaso de quatro
amostras e posterior pesagem de cada uma, obtendo-se a média em (g).
Tamanho da Semente (comprimento (TSC) e largura (TSL)): Medida obtida com
um paquimetro digital, expressa em centimetros.

Produtividade por planta (PROD): Obtida pela razdo entre o peso total das
sementes produzidas pelo seu respectivo numero de plantas, expressa em
g/planta.

Habito Crescimento (HC): Determinado pelo crescimento dos ramos e floragdo da
planta, classificado como determinado ou indeterminado de porte (1) Ereto; (2)
Ereto a Semiereto; (3) Semiereto; (4) Semiereto a horizontal e 5 - Horizontal.

Cor da Flor (CFL): sendo, (1) Branco; (2) Amarelo; (3) Laranja; (4) vermelho.
Margens da Folha (MF): sendo, (1) Margem Inteira; (2) Margem Serrada ou pouco
dentada; (3) Muito dentada.

Forma da Folha (FF): sendo, (1) Ovada; (2) Oblonga; (3) Lanceolada; (4) Linear.
Espinhos (ESP): sendo, (1) Auséncia ou (2) Presenga de espinhos.

Intensidade dos Espinhos (IES): sendo, (1) Auséncia, (3) Baixo, (5) Médio e (7)
alta.

Pappus (PP): sendo, (1) Auséncia ou (2) Presenca de pappus.

Tombamento (TB): sendo, (1) mais de 50% de cada tratamento tombadas; (2)
menos 50% de cada tratamento ndo tombou ou n&o apresentou tombamento.

Maturidade (MT): sendo, (1) Uniforme ou (2) Desuniforme.

3.3. Caracterizagao quimica do 6leo
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Todas as amostras de 6leo obtidas apds a extracdo foram submetidas a um
processo de caracterizagdo quimica para avaliagao das propriedades pertencentes a
cada gendtipo, sendo avaliado: teor de dleo, indice de acidez, indice de iodo, indice
de saponificagdo e composicao de acidos graxos.

Para este fim, as sementes de cartamo foram trituradas em um processador
com laminas, cada amostra foi adicionada em cartuchos de papel filtro e pesados
em balanga analitica, sendo utilizado 10 g de cada amostra triturada para a extragcéo
do dleo. A extracao foi realizada em aparelho Soxhlet, empregando o método de
extragao oficial AOCS Am 2-93 (AOCS, 1997), utilizando o éter de petrdleo como
solvente. O ciclo de extragdo durou cerca de oito horas e ao final da extragdao o
solvente foi recuperado através do aparelho rota-evaporador.

Posteriormente o 6leo extraido foi aquecido em estufa a 80 °C por 12 horas
para a evaporagado de possiveis residuos volateis como agua ou solvente e entao
pesado. Devido a quantidade de dleo obtida, foi realizado um teste para se reduzir o
valor da amostra na analise do indice de acidez e saponificagdo de 2,0 g para 0,5 g.
Para comprovar a eficacia do procedimento, as médias dos testes foram submetidas
ao teste de desvio padrdo, onde foi possivel constatar a utilizacdo de 0,5 g no

processo das analises (Tabela 4).

Tabela 4. Desvio padrao das médias de quantidade de amostra para analises de
indice de acidez e de saponificagao

Analise 2.0g 0.5g Des. Padréo
l. Acidez 0.43 0.16 0.19
|. Saponificagao 8.75 12.28 2.49

3.3.1. Teor de 6leo

O teor de 6leo, obtido das 116 amostras, foi avaliado em triplicata para todos
0s genotipos e obtido a partir da equagao 1 (Oliveira, 2003).
Equacéo 1:
_ M.100%
P
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Onde:
P: Quantidade de matéria-prima utilizada extracao;
Msieo: Massa do 6leo obtida;

Teor de 6leo: Porcentagem de 6leo extraido em relagédo a massa de semente.

3.3.2. indice de acidez

As analises de indice de acidez (IC) do Oleo extraido das sementes de
cartamo foram realizadas de acordo com a metodologia descrita por Moretto e Fett
(1998). Em um Erlenmeyer pesou-se 0,5 g da amostra, em seguida, foi adicionado ao
recipiente 25 ml de solugao de éter etilico + etanol (2:1), agitando-se vigorosamente
até a completa diluicdo do dleo, logo apds, acrescentou-se duas gotas de solugéo
alcodlica de fenolftaleina a 1%, e procedeu-se a titulagdo com solugdo de NaOH 0,1
N até o surgimento da coloragao résea. Com o valor do volume de NaOH gasto na
titulacdo, calculou-se o indice de acidez determinado pela equacéo 2.

Equacéo 2:

_V.F.5,61

IA
P

Onde:

IA: é o indice de acidez;

F: é o fator de correcao da solugdo de NaOH;
V: é o volume de NaOH gasto na titulagao (ml);
5,61: € o equivalente grama do KOH,;

P: peso da amostra (g).

3.3.3. Indice de iodo

As analises de indice de iodo (Il) foram realizadas de acordo com o método
329/1V - IAL (IAL, 2008), adicionando 0,25 g de amostra e 10 ml de tetracloreto de
carbono a um frasco Erlenmeyer de 500 ml com tampa, e logo apds, acrescentou-se
25 ml de solugéo de Wijs. A amostra foi mantida em repouso em temperatura ambiente
ao abrigo da luz por 30 minutos, decorrido este tempo, foram adicionados 10 ml da

solugao de iodeto de potassio a 15% e 100 ml de agua recentemente fervida e fria.
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Para a titulagdo, foi usado uma solucdo de tiossulfato de sédio 0,1 M, até o
aparecimento de uma fraca coloragdo amarela. Posteriormente, foi adicionado cerca
de 1 a2 ml de solugao indicadora (amido 1%), prosseguindo a titulagéo até o completo
desaparecimento da cor azul. Foi realizada a determinagdo em branco seguindo as
mesmas condi¢des anteriores, porém sem a amostra. O indice de iodo foi calculado a
partir da equacgao 3.

Equacao 3:

= (VB—-VA).M. 12,88
P
Onde:
M = molaridade da solugao de Na2S20s3;
Ve = ml gasto na titulagdo do branco;
Va = ml gasto na titulagdo da amostra;

P = n° g da amostra

3.3.4. indice de saponificagdo

O indice de saponificacdo (IS) foi determinado pelo método descrito por
Moretto e Alves (1986). Em um baldo de fundo chato, pesou-se cerca de 0,5 g de déleo,
logo apods, foi adicionado 40 ml de solugdo alcodlica de KOH (4%). Apos
homogeneizagdo completa, a mistura foi aquecida sob refluxo durante 1 hora para
completar a reacdo de saponificacdo. Apos a finalizagdo do processo de
saponificagdo, a solugao fria foi titulada com acido cloridrico a 0,5 N, utilizando
fenolftaleina como indicador. Foi preparado um branco com todos os reagentes exceto
a amostra. O IS de cada 6leo foi obtido a partir da equacgéo 4.

Equacéo 4:

_(Vb—Va). F. 28,05
B P

IS

Onde:

Va: volume de HCI (0,5 N) gasto na titulagdo da amostra;
Vb: volume de HCI (0,5 N) gasto na titulagdo do branco;
F: fator de correcéo do acido cloridrico;

28,05: equivalente grama do KOH (56 g/mol);

P: peso da amostra em gramas.
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3.3.6. Perfil dos acidos graxos por cromatografia gasosa — espectrometria de
massas (GC — MS)

Para obtencdo dos dados cromatograficos, as amostras de 6leo de cartamo
foram previamente esterificadas, sendo realizada a preparagao de ésteres metilicos
de acidos graxos por reacao de transesterificagcdo em meio alcalino e a frio, baseado
no método 055/1V - IAL (IAL, 2008).

Cerca de 100 mg de amostra de 6leo foram pesadas em um tubo de ensaio
de 20 ml com tampa. Foram adicionados 2 ml de solugédo de padrao interno (250 mg
de tridecanoato de metila diluido em 100 ml de n-hexano grau HPLC), 0,50 ml de KOH
2 mol/L em metanol e agitados por 30 segundos. Posteriormente, adicionou-se 3 ml
de solucdo saturada de cloreto de sodio, logo que ocorreu a separacédo das fases,
coletou-se o sobrenadante para a posterior analise cromatografica.

As analises de composicdo dos ésteres metilicos das amostras de 6leo de
cartamo foram realizadas baseando-se no método 334/IV- IAL (IAL, 2008),
previamente validado. Apos separagcdo dos ésteres metilicos de acidos graxos
(EMAG), estes foram analisados em cromatografo a gas acoplado a um detector de
espectrometria de massas (CG-MS), modelo GC-7890A/MSD-5975C com injetor
automatico CG Sampler 120, da marca Agilent Techologies®, equipado com coluna
capilar de silica fundida SP 2560 (100 mm x 0,25 mm x 0,2 ym - Supelco®).

As condi¢des de operacao foram: linha de transferéncia, 250 °C; fonte ibnica,
230 °C; quadrupolo, 150 °C; detecg¢ao por monitoramento SCAN no intervalo de massa
de 30 a 450 e ionizagcao por impacto de elétrons a 75 eV. A temperatura inicial da
coluna foi de 100 °C (temperatura inicial, 5 minutos); seguido da elevagdo a uma taxa
de 4 °C /minutos até 240 °C (15 minutos), totalizando 55 minutos. As temperaturas do
injetor foram 240 °C. O fluxo do gas de arraste (He) foi de 1,20 ml/min e a razédo de
divisdo da amostra (split) foi de 1:50. O volume de injegao realizada foi de 5 L.

Todos os solventes utilizados foram de grau HPLC. Utilizou-se uma mistura
de padrbes de referéncias com 37 ésteres metilico (C4-C24, Sigma-Aldrich, Lote
LRACO0565) para a quantificacdo dos ésteres metilicos de acidos graxos, por
normalizacdo da area pelo padrao interno (C13:0, Sigma-Aldrich, Lote BCCC9587),
conforme o método 053/IV - IAL (IAL, 2008). O resultado foi expresso em porcentagem
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do acido graxo na amostra. Para quantificagdo em porcentagem da concentragdo dos
acidos graxos contidos no 6leo dos genotipos de cartamo avaliados, foi realizada uma
normalizacdo de area, dividindo a area de cada acido graxo pela area do padrao

interno.

3.4. Caracterizagao molecular

3.4.1. Material vegetal

A coleta do material vegetal foi realizada diretamente no campo com o auxilio
de uma pinga para cortar as folhas de cada gendétipo, para que nao houvesse
contaminagdo. Logo apéds, foram levadas ao laboratério, onde as amostras foram
acondicionadas em sacos de zip lock e armazenadas em ultra freezer em temperatura

de -80 °C até o processo de extracdo do DNA.

3.4.2. Extracao do DNA

O processo de extracdo do DNA dos gendtipos, foi realizado fazendo-se o uso
do kit de extracdo de DNA gendmico Wizard da Promega®, seguindo as
recomendacgdes propostas pelo fabricante. Apds a retirada do tecido foliar do
ultrafreezer, uma pequena amostra, de aproximadamente 0,05 g das folhas foram
coletadas e colocadas em microtubos de 2,0 ml devidamente enumerados,
adicionando-se em seguida, duas beats em cada microtubo.

Seguindo o kit de extragdo, 600 pL de “Nucleilysis Solucion” foram
adicionados em cada microtubo, e essa solugdo foi levada ao tissuelyser por 10
minutos para a maceracdo do DNA. Ao término da maceracdo, as beats foram
retiradas de cada microtubo, e os mesmos foram incubados em banho-maria a 65 °C
por 15 minutos. Apds essa etapa, adicionou-se trés yL de RNAse Solution aos
microtubos, os quais, foram vertidos suavemente por cinco vezes, e incubados
novamente em banho-maria a 37 °C por 15 minutos. Apds deixa-los por cinco minutos

em temperatura ambiente, foram adicionados a solu¢cdo 200 uL de Protein
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Precipitation Solution, para que o DNA fosse separado dos residuos celulares, sendo
as amostras levadas ao agitador vortex em alta velocidade por 20 segundos, e
posteriormente, centrifugadas a 14.000 rpm por cinco minutos com temperatura de -4
°C.

Apos a centrifugacéo, o sobrenadante foi recolhido e transferido com o auxilio
de uma micropipeta para novo microtubo de 1,5 ml, contendo 600 uL de isopropanol
em temperatura ambiente, onde as amostras foram homogeneizadas por inversao e
centrifugadas a 14.000 rpm por cinco minutos com temperatura de 22 °C. O
sobrenadante obtido apos a centrifugagcéo, foi descartado por decantagdo e no
precipitado foram adicionados 600 uL de etanol 70 % em temperatura ambiente,
sendo novamente centrifugados por 14.000 rpm por trés minutos.

Apos a centrifugagéo, o sobrenadante foi removido por decantagao, deixando
apenas o pellet aderido a parede do microtubo. Para secagem do precipitado, os
microtubos foram colocados invertidos sobre papel absorvente por 15 minutos. Os
DNAs precipitados foram ressuspendidos com &gua ultrapura autoclavada e

colocados na geladeira em overnight para uso subsequente.

3.4.3. Amplificagao e revelagao dos amplicons

Foram utilizados 21 primers para os loci SSR (Tabela 2), para representar a
variabilidade genética do cartamo, sendo pré-estabelecidos por Mokhtari et al. (2018)
e Kiran et al. (2017). As amostras de DNAs utilizadas na PCR foram diluidas para a
concentragdo de 10 ng-uL™" utilizando-se agua ultrapura autoclavada como diluente.
O mix de PCR foi preparado conforme quantidade e concentragao a seguir: 2 uL de
DNA (10 ng-yL™"); 0,5 puL do mix de desoxirribonucleotideos (dATP, dCTP, dGTP e
dTTP) (10 mM); 1,25 uL de cada primer (forward e reverse) (10 uM); 5 uL de buffer
(5X) contendo magnésio (7,5 mM); 0,2 uL taq polimerase (5U) e 14,8 yL de agua
ultrapura autoclavada, totalizando um volume final de reacao de 25 pL.

As reacdes de amplificacdo do DNA via PCR foram realizadas de acordo com
o protocolo de Williams et al. (1990), em termociclador Perkin Elmer modelo 9600,
consistindo em uma fase de desnaturacgao inicial a 94 °C por cinco minutos, seguido

por 35 ciclos de desnaturacédo a 94 °C por 30 s, anelamento conforme a temperatura
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especifica do primer (Tabela 5) por 30 s, extensao a 72 °C por 30 s, e uma fase de

extensao final a 72 °C por cinco minutos.

Tabela 5. Descricdo dos 21 marcadores moleculares SSR utilizados para avaliar a

diversidade genética de 116 gendtipos de Carthamus tinctorius

Nom Ti A . Temp.
Ordem ° .ed? PO d_e Sequéncia 5’ a 3’ do primer emp deo
sequéncia repeticao anelamento (°C)
AGCGAGACAACTCTGGGTGT
1 CT3 (CT)s...(CT)1o 55,2
GTGCACCAACTCTGCCTTTA
GCGTTCGAGAAACATTCGAG
2 CT4 (CT)s 54,1
AGCCCCCATTTGTAGGGATA
AAAGCCCGCCTAAAACACTT
3 CTé (CT)a...(CT)1o 58
AATACGAGTTCGATTGTGTGC
AGTTTTTCAAGGCAGGTGACA
4 cT7 (AG)s...(AGT)s 54
CCGTTTTAACTCCCAAACCA
GTCCGATGCGGTCAAAAT
5 CT10 (AG), 55,2
GTTTCAACCACCCGGTTTC
CGCCTTTCAATCCTTGTCTC
6 CT11 (TCCT),...(TTC), 54,1
CAGCACCAAGAACCATAGCA
GGCGACGAATTTGAGTTCAC
7 CT12 (CTTT)GA(CTTT), 54,1
ACCAATCGAAAACGGAGATG
CTGGAAGTGACCAAACAACCT
8 CT13 (TCAC)(TTC), 54,1
GGTTGAGTCTTATTTTGGGAGATG
CTTCCTTGTTGCTCGTCACA
9 CT14 (TCC),TCA 54,1
ACACATCCCTCGTTTTCCAG
GCTTCCGAATTGAACGGAGA
10 CT19 (CT)ao 54
ACATCATCGCCACGTCAGTT
CATCGCTACCAACCATACCC
11 CT26 (GGAAA), 54,3
GCGGAATCGAACAACCTATC
CCGACGAAGTGGTGAATAGG
12 CT31 (AG), 55,2
TATCCAAACATGCGGTTTCA
CTGAACGAAAACGCAGTCAA
13 CT316 (TCs 56,5
TGGGTTTTGGATGTGAGGAT
GGCTCAACTCGACTCATCATC
14 CT657 (CAT)s...(CAT)12 56
GCTTGTTGGGAGGGATCATA
TTGCAAGATTGTTCGTCGAT
15 CT309 (TA)s 55,2
TCCCTTCCTATTCTGGACCC
Continua...
Tabela 5, Cont...
CATTAACCCATCCATCACCC
16 CT599 (TC)1...(TA)s 56
TGTCATCTCTGAAAGCACCG
CAATTCGCTTCCACCAAGAT
17 CTO006 (GThe 55,2
TACTCCTACCCGCCACAAAC
TTGCCCATTGTTCGTTAGGT
18 CT820 (AG); 55,2
AAAAGAAAACGCGCAGAAGA
AGCAGTAGAGCATAACGCC
19 CT440 (AG)q 59,8
CAGCCAGCCAGAATGATCG
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CCCTTTTTGCTCTCCAACCT

20 CT518 (AG)10 55,2
CTTGGGCCTTCCTCTCTTCT
ACCTTCTCCTCACCTCCGAT

21 CT558 (TCC)s...(GA)z 55,2
GTCTTAAGCTGTTCCGCCTG

Posteriormente, o produto da PCR foi armazenado a 4 °C por tempo
indeterminado, até o momento da revelagéo. Os produtos de amplificagao (amplicons)
foram corados com Gel Red e Blue Juice 6X e visualizados em gel de agarose a 3 %,
tendo como solugédo tampao de corrida o Tris borato EDTA a 1 %, e fotografados em
sistema de fotodocumentag&o Locus Biotecnologia/LPix Image versao 2.7 apds cinco
horas de corrida do gel a 60 Volts.

Apos a fotodocumentagdo dos géis contendo os fragmentos de DNA
amplificados, as alturas de bandas dos alelos foram medidas pelo programa Lablmage
1D Reviséo 1.10 (Locus Biotecnologia), fazendo a comparagao entre bandas de DNA

com um padrao (Ladder) de 1000 pares de base (pb).

3.5. Analises conjunta

3.5.1. Analise Multivariada

A analise multivariada foi utilizada para quantificar a divergéncia entre os
gendtipos através da avaliagdo simultdnea das variaveis quantitativas e qualitativas

utilizando a matriz de distancia proveniente do Algoritmo de Gower (Gower, 1971).
3.5.2. Matriz de dissimilaridade
As variaveis quantitativas e qualitativas geradas pela caracterizagao

morfolégica, agrondmica, quimica e molecular foram analisadas conjuntamente

através do algoritmo de Gower (1971), gerando-se a matriz de distancia através da

equacao:
p
Y=1 Wijkdijk
dij—p
W. .
k=1 "Vijk
Em que:
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K — é o numero de variaveis (k=1, 2, ..., p);

p — o numero total de variaveis;

i e j— par de gendtipos, para os quais é calculada a distancia genética;

Wik — € um peso dado a comparacgao ijk, atribuindo 1 para comparagdes
validas e valor 0 para comparacgdes invalidas (quando o valor da variavel esta ausente
em um ou nos dois gendtipos).

Sij — € a contribuicdo da variavel k na similaridade entre os individuos i e j,
possuindo valores entre 0 e 1, sendo que:

a) Para uma variavel nominal, se o valor da variavel k € o mesmo para
ambos os individuos (i e j), entdo Sij = 1, caso contrario, € igual a zero;

|xik_xjk|

b) Para uma variavel continua, Sij =1 — -
k

, €M que X € Xj; Sao 0S

valores da variavel k para os gendétipos i e j, respectivamente, e R, é a amplitude da
variavel k na amostra. A divisdo por Rk elimina as diferengas entre as escalas das
variaveis, produzindo um valor dentro do intervalo [0, 1] e pesos iguais (Rocha et al.,
2010).

3.5.3. Métodos de Agrupamento

O agrupamento dos gendtipos foi obtido por meio do emprego dos métodos
de agrupamento de Otimizacéo de Tocher e 0 método Hierarquico de Agrupamento
Médio Entre Grupos (UPGMA) utilizando o programa computacional Genes (Cruz,
2016), determinando o coeficiente de correlagao cofenética para validar o ajustamento
entre a matriz de dissimilaridade e o dendrograma gerado pelo método UPGMA. Para
a composigao dos grupos por meio do procedimento Ward-MLM, utilizou-se a fungéo
CLUSTER e IML do programa SAS (2009).

3.5.4. Método de Otimizagcao de Tocher
O método de Otimizagdo de Tocher requer uma matriz de dissimilaridade

sobre a qual ¢ identificado o par de individuos mais similares, formando assim o grupo

inicial (Cruz et al., 2012). Este método prossegue com possibilidade de inclusao de
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novos individuos, adotando-se o critério de que a distancia média intragrupo deve ser
menor que a distancia média intergrupo (Cruz et al., 2011).

Neste método, a entrada de um individuo em um grupo sempre aumenta o
valor médio da distancia dentro do grupo. Para a inclusdo ou nao do individuo k no

grupo é considerado:

d(gruPO)k
n

Se <@, inclui-se o individuo k no grupo;

Se > @, o individuo k ndo € incluido no grupo;

d(gruPO)k
n

Sendo n o numero de individuos que constitui o grupo original e 6 é a maior
dentre as menores distancias envolvendo cada genotipo (critério de agrupamento).

Nesse caso, a distancia entre o individuo k e o grupo formado pelos individuos
ij & dada por: d ., =d,+d,

Para determinar a distancia média intragrupo tém-se:

22 Zdﬂ

A=
E para determinar a distancia média intergrupo tém-se:
n, n
- a7 JZ_:‘ i
di = nn.

Onde:

n1 € n2 sdo o numero de gendtipos dentro dos grupos i e i, respectivamente.

3.5.5. Método Hierarquico de UPGMA

O método de ligagao média entre grupos ndo ponderado (UPGMA), utiliza as
médias aritméticas (ndo ponderadas) das medidas dissimilaridade, evitando assim,
caracterizar a dissimilaridade por valores extremos (minimo e maximo) entre os
genotipos considerados (Silva, 2012). Segundo Cruz (2006), esse método permite
representar os agrupamentos em estruturas de dendrograma onde os gendétipos

avaliados sao agrupados aos pares, utilizando médias aritméticas da dissimilaridade,

38



priorizando os individuos mais similares, os quais sdo reunidos, formando grupo
inicial, e a partir dai calcula-se as distancias entre um individuo k e um grupo formado

pelos individuos i e j dada por:

d(ij)k = M

Onde:
d(jx € dado pela média das distancias dos pares de individuos (i € k) e (j e k),
gerando uma nova matriz com esses valores reduzindo a dimensionalidade passo a
passo. Com a construgdo do dendrograma novas distancias serdo estimadas de forma
que se um genotipo k for incorporado a um grupo (ij), a distancia deste novo grupo

(ij.k) em relagéo ao gendtipo (1) ou a outro grupo (Im), € dado por:

dil + djl + dkl
d(ij.k)l - 3
e
d _ dil + dim + djl + djm + dkl + dkm
(ij)lm 6

3.5.6. Coeficiente de correlagao cofenética (CCC)

A validagao dos agrupamentos é determinada pelo Coeficiente de Correlagao
Cofenético (CCC), o qual determina a confiabilidade no ajuste entre a matriz de
dissimilaridade e a representacao grafica, determinado pelo teste t. O (CCC) proposto
por Sokal e Rohlf (1962) quantifica a concordancia entre os valores originais da matriz
de dissimilaridade e os elementos da matriz cofenética (Cruz e Carneiro, 2006).

Dada pela expresséo abaixo proposta por Bussab et al., (1990):

Z Z, 1+1( i ‘de d)

Sy - P, -af

=l j=i+l

CCC=

Em que:
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- 2 =l
d= n(n—1) Z:l Z:H d?/

Onde:

dij= é o valor da distancia entre os individuos i e j na matriz cofenética;

di= € o valor da disténcia entre os mesmos individuos na matriz original de
distancias;

n = é a dimensao da matriz.
3.5.7. Ward-MLM

Para a composi¢ao dos grupos por meio do procedimento Ward-MLM utilizou-
se a funcdo CLUSTER e IML, considerando a matriz conjunta obtida a partir do
algoritmo de Gower (Gower, 1971). As variaveis canénicas (VC) foram analisadas
graficamente usando o procedimento CANDISC, sendo todas as analises realizadas
através do software estatistico SAS (Sas, 2009).

A definigdo do numero ideal de grupos foi realizada de acordo com os critérios
pseudo-F e pseudo-t?2 combinado com o perfil da verossimilhanga, obtendo-se o
grafico logaritmo da funcdo da verossimilhanga, maximizada, conforme o método
MLM, para diferentes numeros provaveis de grupos. De acordo com os picos de
verossimilhanga para os diferentes numeros de grupos formados pelo grafico, foi
definido o melhor numero de grupos para a analise. Com base na definicdo do nimero
6timo de grupos, uma classificagdo hierarquica foi obtida pelo método Ward, o qual
disponibiliza um valor inicial necessario para programar o passo final do modelo MLM
(Franco et al., 1998; Crossa e Franco, 2004).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Medidas de Dissimilaridade

A analise simultdnea das variaveis quantitativas e qualitativas obtidas pelo
algoritmo de Gower apresentou magnitudes de dissimilaridades que variaram de 3,55
a 17,92, indicando a presencga de diversidade genética entre os gendtipos avaliados.
A combinacao entre os gendtipos Pl 262443 e Pl 401474 foi a mais divergente (dij=
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17,92), seguida pelas combinagdes entre Pl 401474 e Pl 537658 (dij= 17,74), PI
237539 e P1 401474 (di= 17,56), Pl 401474 e P1 613503 (dij= 17,27), Pl 195895 e PI
401474 (dij= 17,26) e Pl1 193473 e Pl 401474 (di= 17,17), estes pares de gendtipos
apresentaram as estimativas mais elevadas pelo algoritmo de Gower.

De acordo com a analise dos dados, os gendtipos mais dissimilares (Pl
262443 e Pl 401474) divergiram para todas as caracteristicas agrondmicas e
quimicas, e também para grande parte das caracteristicas morfologicas utilizadas no
estudo, tendo em comum apenas HC, CFL e TB. Para Gibori et al. (1978),
cruzamentos envolvendo genitores mais divergentes tendem a gerar populagdes com
ampla variabilidade genética, de modo que a dissimilaridade entre esses materiais
mais distantes indicam que essa combinagdo possa gerar individuos com maior
variabilidade quando usados em cruzamento.

O gendtipo Pl 401474 esta presente em todas as combinagées com maiores
divergéncias indicadas pelo algoritmo de Gower (1971), isso indica que esse genotipo
apresenta-se como o mais divergente dentre todos os gendétipos avaliados neste
estudo. Ao analisar os dados de campo € possivel observar que o genoétipo Pl 401474
apresenta caracteristicas relevantes para serem utilizadas em programas de
melhoramento, bem como: auséncia de espinhos, tombamento inferior a 50%,
maturidade uniforme, ciclo curto (125 dias), indice de acidez (2,21 mgKOH/g) dentro
do limite aceitavel (4mgKOH/g) para comercializagdo de 6leo bruto estabelecido pela
Codex Alimentarius (2015), elevado teor de acido oleico (68,71%). De acordo com IAL
(2008), o indice de acidez € um dos principais parametros a ser observado no
comércio de Oleo por estar intimamente relacionado com a qualidade da matéria-
prima, onde os oleos que apresentam altos valores de acidez podem acarretar em
custos para as industrias em qualquer tipo de uso.

A combinagdo de menor magnitude de distédncia foi observada entre os
gendtipos Pl 406007 e P1 406015 (di= 3,55) comportando-se como os mais similares
entre os demais materiais, ambos do Iran, apresentando todas as caracteristicas
morfolégicas em comum e as agronémicas e quimicas com caracteristicas préoximas
para a maioria das variaveis em estudo, como por exemplo, florescimento (90 dias
para ambos); peso de 100 sementes (3,83 g e 3,20 g, respectivamente); teor de déleo
(25,92% e 25,91%, respectivamente) e &cido linoleico (52,75% e 53,28%,

respectivamente). De acordo com Silva et al. (2012) baixos valores de dissimilaridade
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sugerem n&o haver éxito caso sejam realizados cruzamentos entre esses materiais,

devido a estreita base genética existente entre eles.

4.2. Método de Otimizagao de Tocher e Hierarquico do UPGMA
/

A analise de agrupamento pelo método de otimizagcdo de Tocher alocou os
116 gendtipos de cartamo em 12 grupos distintos (Tabela 6). O principio desse método
de divergéncia é manter a homogeneidade dentro dos grupos e heterogeneidade entre
os grupos (Silva et al., 2015).

Analisando os resultados apresentados pelo agrupamento de Tocher e os
apresentados pela magnitude dissimilaridade, os individuos mais dissimilares Pl
262443 e Pl 401474 estdo alocados em grupos distintos (grupos Xl e X,
respectivamente), ja os mais similares Pl 406007 e Pl 406015 estao localizados no
mesmo grupo (grupo ).

O grupo | apresentou o maior numero de componentes, reunindo 71 genétipos
(61,21 %) do total avaliado, sendo de 14 localidades diferentes (EUA, China, Argentina
Bangladesh, Canada, Egito, Etidépia, Franca, Hungria, india, Iran, Cazaquist&o,
Paquistao e Turquia), onde o maior numero de gendtipos tem o EUA como pais de
origem. Os grupos Il e Il foram formados com nove genétipos cada (7,76 %), onde o
grupo |l é representado por cinco genétipos dos EUA, dois da China e dois da india e
o grupo I, retne trés gendtipos da india, dois do Paquistdo, e os demais séo da

Etidpia, Marrocos, Turquia e Iran, sendo um gendtipo de cada localidade.

Tabela 6. Representagcdo do agrupamento gerado pelo método de otimizagdo de
Tocher com base na dissimilaridade entre 116 gendtipos de cartamo

Grupo Genétipos %
P1 406007, P1 406015, Pl 407606, Pl 544002, Pl 576981, PI1 407613, Pl 613456, Pl 306838,
P1 613422, PI 613409, Pl 613394, Pl 305207, Pl 305198, PI 343930, Pl 576985, Pl 572544,
P1 568870, Pl 572431, Pl 572439, P1 405970, P1 613519, PI1 537673, P1 537682, Pl 304438,
P1 305209, PI 568876, Pl 568798, Pl 253540, Pl 613373, Pl 544013, Pl 568795, Pl 568866,
| PI 544036, Pl 306832, Pl 305161, Pl 259996, Pl 544038, Pl 250203, Pl 613357, Pl 250204, 61,21
P1 613415, PI 572464, Pl 653143, Pl 367833, Pl 306833, Pl 250840, Pl 537712, P1 613380,
P1 613384, Pl 613366, Pl 401589, Pl 405955, Pl 401480, Pl 405961, P1 283757, Pl 392030,
P1 572450, Pl 250188, PI1 305540, Pl 262447, Pl 262450, Pl 393500, Pl 544030, Pl 250083,
P1 248839, Pl 544043, Pl 544031, P1 568792, Pl 401578, PI1 653186 e Pl 248852
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] Pl 514625, Pl 525457, Pl 508068, PI 537680, Pl 506426, Pl 537658, Pl 537684, Pl 451954

e Pl 451956 n.7e

1] Pl 248385, P| 248828, Pl 248808, Pl 250190, P 250922, P| 193473, Pl 195895, Pl 237539 776
e P1 248620

v Pl 343783, Pl 405975, Pl 544028, Pl 401477, P1 405965, Pl 560178, P1 613361, Pl 613419, 6,62

Pl 369849 e Pl 369845

\'} Pl 253899, Pl 653149, Pl 259997, Pl 537697 e Pl 613503 4,32

Vi Pl 392029, Pl 392031 e Pl 369854 2,59

Vil Pl 568787 e Pl 532639 1,72

Vil Pl 613382 e Pl 638543 1,72

Xl Pl 401475 e Pl 406006 1,72

X P1401474 0,86

Xl Pl 279344 0,86

Xl Pl 262443 0,86

O grupo IV reuniu dez gendtipos (8,62 %), sendo trés deles pertencentes ao
Iran, trés dos EUA, e os demais sdo da Russia, Bangladesh, Tajiquistdo e China,
sendo um gendtipo de cada localidade. O grupo V é representado por cinco genotipos
(4,32 %), sendo dois dos EUA e os demais de origem distintas (China, Siria e
Paquistao). O Grupo VI apresentou trés gendtipos (2,59 %), sendo dois da Turquia e
um do Uzbequistdo. Benin (2002) ressalta que, gendtipos com menor distancia entre
si pertencem ao mesmo grupo de modo que a escolha de genitores de mesmo grupo
nao é interessante, pois resultam em variabilidade restrita dos parentais nas geragdes
segregantes.

Os grupos VII, VIl e IX foram formados com dois gendétipos cada (1,72 %),
agrupando genétipos de origens distintas sendo, india e China; EUA e Canada, e
Bangladesh e Iran, respectivamente. Os Grupos X, Xl e Xl foram os menos
expressivos, formados somente por um gendétipo cada (0,86%), sendo de Bangladesh
(P1401474), Japao (Pl 279344) e Espanha (Pl 262443), respectivamente, sugerindo
que estes sejam os mais divergentes do total analisado. De acordo com Benitez et al.
(2011) a ocorréncia de grupos com apenas um genétipo evidencia ampla divergéncia,
ja que os gendtipos em grupos unitarios sdo mais dissimilares em relagao ao conjunto.

O numero de grupos formados pelo método de Otimizacdo de Tocher
demonstra ampla variabilidade entre os gendtipos, sendo que, as caracteristicas
avaliadas séo a razao para essa diferenca. Pode-se enfatizar que a distribuicdo dos

gendtipos nos diferentes grupos € com base nas caracteristicas avaliadas e néo
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apresenta uma correlagdo com a localizagao geografica dos materiais avaliados, pois
materiais de diferentes localidades foram alocados no mesmo grupo e materiais
oriundos da mesma localizagao geografica foram alocados em diferentes grupos.

Estudos realizados por Silva et al. (2017) avaliando a diversidade genética
entre 203 linhagens e cinco parentais de mamona utilizando descritores
morfoagronémicos qualitativos e quantitativos pelo método de Tocher com base no
algoritmo de Gower obtiveram a formacao de 21 grupos, indicando a presencga de
variabilidade genética.

Vidal et al. (2021) avaliaram a diversidade genética através de analise
conjunta de variaveis morfoagronémicas, multicategoricas e fenologicas entre 85
gendtipos de capim-elefante utilizando o método de Tocher com base no algoritmo de
Gower e observaram a formacgao de 11 grupos, demonstrando variabilidade genética
entre os acessos. Os autores ressaltaram ainda que a avaliagdo do maior numero
possivel de descritores é indicada, pois fornece uma analise mais completa de
dissimilaridade nos estudos de diversidade genética.

A partir do método de Otimizacao de Tocher foi estimada a distancia intra e
intergrupos (Tabela 7), onde a maior distdncia meédia intragrupo foi observada nos
grupos VIl e IX (dij= 0,206), enquanto a menor distancia intragrupo foi observada no
grupo VI (di= 0,154). As distancias intragrupos foram inferiores a qualquer distancia
intergrupos, atendendo ao critério estabelecido para o método de otimizagdo de
Tocher (Cruz et al. 2012).

Tabela 7. Distancias médias intra e intergrupos estimadas pelo método de otimizag&o
de Tocher com base na dissimilaridade entre os 116 gendtipos de

Carthamus tinctorius L.

| ! i v \ A Vil Vi IX X Xl X
| 0,193 0,229 0,226 0,226 0,219 0,219 0,242 0,231 0,231 0,299 0,226 0,216
] 0,173 0,239 0,263 0,251 0,252 0,289 0,272 0,267 0,305 0,216 0,253

i 0,189 0,248 0,246 0,260 0,255 0,274 0,272 0,310 0,253 0,251

v 0,196 0,233 0,237 0,247 0,265 0,217 0,269 0,290 0,269
Vv 0,196 0,272 0,280 0,253 0,228 0,312 0,262 0,258
A 0,154 0,249 0,262 0,232 0,234 0,258 0,241
Vi 0,188 0,304 0,283 0,318 0,335 0,283
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Vi 0,206 0,249 0,304 0,240 0,264

IX 0,206 0,242 0,276 0,289
X - 0,320 0,366
Xl - 0,225
Xl -

A maior distancia intergrupos foi obtida entre os Grupos X e Xll (0,366),
apresentando maior divergéncia genética, sendo um indicativo de uma possivel
melhor combinagdo para cruzamento. Considerando que maiores distancias
intergrupos estdo positivamente relacionadas a maiores divergéncias genéticas,
cruzamentos entre os genotipos dos grupos X e Xll apresentam potencial para
geragao de segregantes superiores.

Por outro lado, as menores distancias intergrupo foram obtidas entre os
grupos | e XII (di;xi= 0,216) e entre |l e Xl (di:xi= 0,216), indicando uma estreita relacéo
entre eles. De acordo com Oliveira et al. (2003) menores distancias evidenciam que o
intercruzamento dos gendtipos dos respectivos pares de grupos pode nao ser muito
indicado para a obtencao de gendtipos superiores nas geragdes segregantes.

O método UPGMA (Figura 1) permitiu a formagcdo de treze grupos de

diferentes tamanhos, considerando uma linha de corte a 68%, estabelecida pelo teste
t para significancia.
De acordo com as medidas de dissimilaridade, os gendtipos Pl 262443 e Pl 401474
foram os mais divergentes, sendo alocados em grupos distintos, II e XIlI
respectivamente, ja os mais similares Pl 406007 e Pl 406015 estédo localizados no
mesmo grupo (grupo ).

O valor do coeficiente de correlagdo de cofenética (CCC) foi de 0,57**,
considerado significativo, evidenciando ajuste entre a representagao grafica e a matriz
original da dissimilaridade. De acordo com Vaz Patto et al. (2004), os coeficientes de
correlagao cofenética 20,56 indicam que o dendrograma reproduz satisfatoriamente a
informacao contida na matriz de correlagdo e na consequente formacgao do cluster.
Rohlf e Fisher (1968) acrescentam ainda que ao utilizar matrizes de distancia como
dados de entrada do agrupamento, a magnitude do CCC diminui ao passo que o

numero de individuos aumenta. Houmanat et al. (2021) avaliando caracteristicas
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fenotipicas qualitativas e quantitativas e marcadores moleculares em 44 acessos de
cartamo observaram CCC de 0,67.

Dentre os grupos formados pelo dendrograma, o grupo | reuniu 22 genétipos
(18,96 %) do total analisados, alocando materiais de diversas regides (EUA, Iran,
China, Turquia, Etiépia e india). Os grupo I, Ill e VII agruparam 12 genétipos (10,34
%) em cada grupo, sendo o grupo |l constituido por sete gendtipos provenientes da
india, dois do Cazaquistdo e os demais sdo do Iran, Japdo e Espanha, sendo um
gendtipo cada. O grupo Il alocou trés gendtipos da india e trés da Turquia, dois do
Iran e Bangladesh, Hungria, Paquistdo e Uzbequistdo apresentaram apenas um
genotipo cada e o grupo VII alocou quatro gendtipos dos EUA e quatro do Iran, dois
do Paquistdo, um da Argentina e um da india.

Ja o grupo |V foi constituido por 13 gendtipos (11,21 %), sendo 11 de origem

chinesa os demais s&o provenientes dos EUA e india com um genétipo cada. O grupo
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Figura 1. Dendrograma de dissimilaridade genética entre 116 gendtipos de Carthamus tinctorius L obtido pelo método UPGMA

com base no algoritmo de Gower.
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V reuniu 10 gendtipos (8,62 %), cinco deles dos EUA, trés da China (30 %) e Paquistéao
e Siria apresentaram apenas um genaotipo cada e o grupo VI alocou quatro gendtipos
(3,45 %), dois provenientes de Bangladesh, um da Russia e um do Tajiquistdo. Ja o
grupo VIII foi constituido por 11 gendtipos (9,48 %), sendo sete dos EUA, dois da
China e dois da india.

O grupo IX alocou 16 gendtipos (13,79 %), sendo cinco da india, trés do
Paquistdo e Canada, China, Egito, Etiépia, EUA, Franca, Marrocos e Turquia
apresentaram apenas um genétipo cada. Ja os grupos X, XI, Xl e Xlll foram os menos
expressivos agrupando apenas um genotipo em cada grupo, provenientes dos EUA
(P1613382), Canada (Pl 638543), China (Pl 544028) e Bangladesh (Pl 401474).

O numero de grupos formados pelo método de Otimizagdo de Tocher (12
grupos) foi semelhante ao agrupamento feito pelo método UPGMA (13 grupos), no
entanto, apresentaram diferencas nos agrupamentos formados mudando
parcialmente a composi¢ao destes. Os gendtipos contidos no grupo Il de Tocher foram
agrupados em um mesmo grupo UPGMA (grupo VIII), juntamente com os gendétipos
PI1 537673 e Pl 537682.

Os gendtipos Pl 532639 e Pl 568787 diferentemente do agrupamento
realizado com o método de Tocher, ficaram agrupados com outros gendtipos no
agrupamento de UPGMA (grupo V), os gendtipos Pl 401475 e Pl 406006 também
foram agrupados com outros genétipos, porém em grupos distintos (grupos VI e |,
respectivamente) e os gendtipos Pl 279344 e Pl 262443 foram alocados em um
mesmo grupo juntamente com outros gendtipos (grupo Il). Ja os gendtipos Pl 544028,
Pl 613382, Pl 638543 ficaram separados em agrupamentos individuais pelo método
Hierarquico de UPGMA (grupos X e Xl, respectivamente) e o gendtipo Pl 401474
permaneceu agrupado sozinho pelos dois métodos utilizados,

Pelo agrupamento formado pelo UPGMA, os gendtipos P11 613382, Pl 638543,
Pl 544028 e Pl 401474 ficaram separados em agrupamentos individuais (grupos X,
XI, Xl e XIIlI, respectivamente) sugerindo que esses gendtipos sejam mais divergentes
em relagcado aos demais. Os resultados aqui encontrados demonstram a variabilidade
genética dos genadtipos estudados, fato este que proporciona aos melhoristas opgdes
de materiais com potencial para a obtengcdo de segregantes superiores via esquemas

de cruzamentos.
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Observou-se que os agrupamentos obtidos pelo método de Tocher e UPGMA
estdo em concordéncia com as medidas de dissimilaridade obtidas pelo algoritmo de
Gower (1971) tanto para os individuos mais similares, quanto para os mais
divergentes. A formagao desses grupos representa valiosa informagédo dentro do
programa de melhoramento, pois a alocagéo de gendtipos em grupos mais distantes
fornece o indicativo de serem dissimilares, podendo ser considerados mais aptos aos
cruzamentos hibridos (Abreu et al., 1999).

Queiroz (2015) avaliando a divergéncia de 20 progénies de meio-irmaos de
pinhdo-manso a partir de caracteristicas morfoagronémicas e moleculares utilizando
a mesma metodologia adotada nesse trabalho, observou a formagéo de quatro grupos
pelo UPGMA com CCC de 0,95, indicando uma alta correlagao entre as matrizes de
distancia e de agrupamento. Assim como relatado por Rohlf e Fisher (1968), é possivel
observar que a magnitude do CCC esta relacionada com a quantidade de gendtipos
avaliados e diminui ao passo que o numero de individuos aumenta.

Estudos realizados com 16 acessos de mandioca envolvendo analise conjunta
pelo método de Gower com marcadores RAPD, caracteres morfoldgicos e caracteres
quantitativos, permitiram a formagao de cinco grupos entre os gendétipos de mandioca,
revelando elevada variabilidade genética entre os mesmos. O coeficiente de
correlagao cofenética do dendrograma (r = 0,81) revelou ajuste consideravel entre a
representacao grafica da dissimilaridade genética e a matriz original, 0 que assegura
inferéncias realizadas por meio da avaliagao visual (Vieira et al., 2013).

De acordo com Azevedo et al. (2014) as diferengas na estimativa de
divergéncia genética entre os métodos de Tocher e UPGMA sado esperadas,
considerando que o0s métodos sdo baseados em diferentes técnicas de
agrupamentos. Os mesmos autores ressaltam ainda que os resultados devem ser
comparados em diferentes métodos de analise multivariada para fornecer uma
interpretacdo mais completa dos resultados, evitando assim possiveis erros de

identificacao.
4.3. Ward-MLM
O procedimento Ward-MLM indicou a formagdo de cinco grupos de

diversidade de acordo com os critérios pseudo-F e pseudo-t?> (Figura 2). O Perfil de

49



risco associado ao teste da razdo de probabilidade mostrou que o maior aumento da
funcdo de verossimilhanca ocorreu no nivel cinco, sendo observado um incremento
de 98,63 (Tabela 8). Segundo Barbé et al. (2010) a analise da fungcdo da
verossimilhanga pode definir critérios mais precisos na formagdo dos grupos,

resultando na determinagao de grupos menos subjetivos
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Figura 2. Grafico da func&o logaritmica da probabilidade (Log-verossimilhanga) em
relacdo ao numero ideal de grupos formado pela estratégia Ward MLM.

De acordo com Mingoti (2007), os testes pseudo-F e do pseudo-t? se
assemelham a um teste de hipdteses que compara os vetores médios de dois clusters
para formar um unico grupo em cada etapa de agrupamento. Neste caso, os maiores
valores dos testes estao relacionados com a menor probabilidade de significancia do
teste e consequente menor probabilidade de rejeicdo da igualdade de médias, se a
igualdade dos vetores de médias for rejeitada, os dois grupos n&do serdo unidos e o

teste sera realizado com outros grupos.
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Tabela 8. Numero de grupos formados a partir da estratégia Ward-MLM com base na
funcdo de probabilidade logaritmica (log-verossimilhanga) e seus

incrementos
NuUmero de grupos Log-verossimilhanga Incremento
1 -14905,39 0,00
2 -14834,43 70,96
3 -14755,00 79,43
4 -14728,19 26,81
5 -14629,50 98,69
6 -14566,16 63,34
7 -14470,21 95,95
8 -14375,93 94,28
9 -14330,22 45,71
10 -14253,78 76,44

*maior incremento

Cabral et al. (2010), avaliaram 57 acessos de feijoeiro comum utilizando
simultaneamente caracteristicas agronémicas, morfolégicas e moleculares e
observaram que o0s maiores incrementos na funcido da probabilidade foram
constatados na constituicdo de cinco grupos. Em trabalho realizado por Brasileiro
(2013) avaliando a divergéncia genética entre as 20 familias de pinhdo-manso
encontrou um maior aumento da fungdo de verossimilhanga no grupo 4 (27,74).
Oliveira et al. (2013) avaliando 159 gendtipos de mamona encontrou valores similares,
tendo os maiores aumentos na fungao de probabilidade no nivel do grupo quatro com
um incremento de 26,94. De acordo com Gongalves et al. (2009), o numero de grupos
pode variar de acordo com a espécie, o numero de adesdes, bem como do numero e
tipo de descritores.

O numero de acessos por grupo formados pela estratégia Ward-MLM variou
de 18 gendtipos no grupo lll a 28 gendtipos no grupo V (Tabela 9). De modo geral, os
agrupamentos foram bastante consistentes em funcédo das probabilidades maximas
de alocagao dos acessos cuja média foi de 0,99. Os valores encontrados estdo em
concordancia com Franco et al. (1998) que demonstraram em varios exemplos
praticos que o emprego do método MLM conduz a médias de probabilidade maxima

de classificacdo acima de 0,90 para a maioria dos individuos.

Tabela 9. Agrupamento dos 116 gendtipos de cartamo de acordo com o procedimento
Ward-MLM
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Grupos Genoétipos %

Pl 401474, Pl 544028, Pl 405965, Pl 401480, PI 392029, Pl 401578, Pl 406006, Pl 406007,
| PI1 305207, Pl 406015, Pl 405955, Pl 405975, Pl 343783, Pl 259997, P| 306833, Pl 306832, 18,96

Pl 305540, PI1 405970, PI 392030, PI 392031, PI 393500 e PI 369854
Pl 451956, Pl 279344, Pl 537684, Pl 525457, Pl 305161, PI 537682, Pl 572544, PI 237539,

il PI1 537658, P1 576985, Pl 506426, Pl 5637673, Pl 262450, Pl 537680, Pl 248620, Pl 262447, 9398
Pl 195895, PI 305209, PI 514625, PI1 613357, Pl 304438, Pl 305198, PI 248839, Pl 250203, ,

P1 283757, Pl 262443 e Pl 508068
P1 248808, PI 250190, Pl 248385, Pl 248828, Pl 451954, Pl 193473, PI 537697, Pl 250840,
] Pl 369845, PI 401475, Pl 369849, Pl 250922, P1 250204, PI 248852, P1 250188, PI 537712, 15,52

P1 401477 e P1 250083
P1 568787, PI 613519, Pl 544031, Pl 638543, Pl 544013, PI 568792, PI 568870, Pl 367833,

v P1 532639, Pl 572464, P1 613415, Pl 544030, Pl 653186, Pl 560178, Pl 568798, Pl 568876, 18,1

P1 253540, P1 544043, P1 259996, P| 568866 e Pl 568795
P1 653149, PI 613419, Pl 253899, Pl 613382, Pl 613366, PI 613384, Pl 572439, Pl 405961,
\Vj P1 613361, PI 613503, Pl 653143, Pl 572450, Pl 544002, Pl 613394, PI 576981, Pl 613422,
P1 306838, PI 613456, Pl 544038, Pl 407606, Pl 613409, Pl 401589, Pl 544036, Pl 613373,
P1 613380, PI 572431, PI 343930 e P1 407613

24,14

O agrupamento proposto pelo procedimento Ward-MLM considerando todo o
conjunto de dados ndo demostrou padrao de agrupamento quanto as localidades cujo
0s genodtipos sao provenientes, agrupando gendtipos representantes de diversas
localidades em um mesmo grupo. Em concordancia com esse estudo, Fernandes et
al., (2018) em estudo de caracterizagdo morfoagrondmica e analise de divergéncia
genética em tomates (Solanum lycopersicum L.) também observaram essa néo
associacao.

Observou-se ainda a formagdo de grupos mais compactos e uma alta
variabilidade de informagdées morfologicas, agrondmicas e quimicas dentro dos
grupos, demonstrando ndao haver padroes de agrupamentos com base nas
caracteristicas quantitativas e qualitativas. Gongalves et al., (2009) ao avaliar acessos
de tomate utilizando dados morfolégicos, agronémicos e moleculares via
procedimento Ward-MLM fez a mesma constatacdo. Segundo os autores, a
explicacdo mais provavel € que as caracteristicas fenotipicas avaliadas nao foram
determinantes na formulagédo do agrupamento dos acessos, podendo os marcadores
moleculares terem tido maior influéncia na diferenciagdo dos grupos.

A dissimilaridade dos grupos baseada na distédncia de Mahalanobis pela
estratégia Ward-MLM, demonstrou que os grupos IV e V sdo os mais proximos,

apresentando distancia de 2,99, enquanto o maior valor para distancia foi de 7,02
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entre os grupos | e Il (Tabela 10). Os cruzamentos entre os grupos | e Il podem ser
realizados a fim de explorar a heterose na obtengao de individuos transgressores para

caracteristicas de producéo.

Tabela 10. Disténcia entre os grupos formados pelo Ward-MLM, com base na
distancia de Mahalanobis

Grupos I Il ] v V
I - 7,02 3,49 4,87 3,13
Il - 4,34 6,95 6,91
Il - 6,09 4,79
\Y - 2,99
V -

As duas primeiras variaveis candnicas, obtidas pela metodologia Ward-MLM,
explicaram 75,45 % da variacdo observada, sendo possivel compreender de maneira
satisfatoria a variabilidade genética entre os acessos avaliados e a relagdo entre os

grupos e os genoétipos dentro dos grupos (Figura 3).
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Figura 3. Distribuicdo das duas primeiras variaveis canbénicas demonstrando a
formagao de cinco grupos pela estratégia Ward-MLM.

Estudos realizados com outras culturas evidenciaram um melhor
agrupamento com a metodologia Ward-MLM quando foram utilizados dados
agrondmicos, morfolégicos e moleculares simultaneamente. Essa estratégia permitiu
o correto agrupamento de 56 acessos de em Capsicum ssp. de acordo com suas
respectivas espécies C. annuum, C. frutescens, C. baccatum e C. chinense (Sudré et
al., 2010). Cabral et al. (2010) observaram uma separagdo adequada dos acessos
entre os grupos formados utilizando simultaneamente os dados agrondémicos,
morfolégicos e moleculares e com a metodologia Ward-MLM.

A grande maioria dos trabalhos que tratam da caracterizagéo e avaliagéo de
germoplasma, em geral, utiliza-se de varidveis qualitativas e quantitativas
separadamente, o0 que segmenta também as inferéncias e conclusdes sobre a
divergéncia genética entre os acessos, limitando, muitas vezes, a utilizagdo posterior
desses acessos, por exemplo, em programas de melhoramento genético. A analise
conjunta de dados de natureza qualitativa e quantitativa pode permitir melhor
compreensao das caracteristicas consideradas e, principalmente, conclusées mais
robustas do ponto de vista estatistico sobre o relacionamento genético entre os
acessos estudados (Rocha et al. 2010).

Rocha et al. (2010) ressalta ainda que a analise conjunta dos dados
quantitativos e qualitativos permite a unificacdo de todas as informacoes,
proporcionando maior eficiéncia na determinacéo da divergéncia genética entre os
acessos de uma colegcdo e constituindo-se em alternativa viavel e ferramenta
importante para o conhecimento do germoplasma. No entanto, poucos trabalhos tém
utilizado esta estratégia para quantificar a divergéncia genética, isto pode ocorrer
devido a falta de conhecimento das técnicas estatisticas que permitem essa
abordagem e pela falta de programas computacionais livres que possam analisar tal
procedimento.

A utilizagcdo da anadlise conjunta de dados é util para detectar divergéncia
genética e agrupar gendtipos por meio do uso simultaneo de descritores agronédmicos,
morfolégicos, quimicos e moleculares. Tendo em vista a importéncia dos caracteres
qualitativos e quantitativos para o cartamo, pode-se afirmar que, no presente estudo,

essa analise proporcionou suporte e compreensao sobre a diversidade dos gendtipos
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analisados, pois fornece parametros para subsidiar o programa de melhoramento
genético da cultura desenvolvido pelo LRG&B.

Pelos resultados, infere-se que os gendtipos Pl 193473, Pl 195895, PI
237539, Pl 262443, Pl 279344, Pl 401474, Pl 401475, Pl 406006, Pl 537658, PI
544028, P1 532639, P1 568787, PI 613382, PI 613503 e Pl 638543 destacam-se como
0os mais divergentes, podendo os mesmos serem utilizados em programas de

melhoramento apds uma analise mais aprofundada de suas caracteristicas.
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5. CONCLUSOES

1. Existe variabilidade genética entre os gendtipos de cartamo avaliadas e
os agrupamentos definidos sugerem possiveis genoétipos para utilizagdo nos
programas de melhoramento genético.

2.A analise combinada das caracteristicas qualitativas e quantitativas
resultou em diferengas no agrupamento dos acessos de cartamo pelos métodos
de Tocher, UPGMA e Ward-MLM.

3.0 uso do meétodo Ward-MLM, para conduzir analises conjuntas
qualitativas e quantitativas, foi util para a diferenciagao entre os agrupamentos,
auxiliando na compreenséao sobre a diversidade dos gendtipos avaliados.

4.0s gendtipos Pl 193473, P1 195895, PI 237539, Pl 262443, Pl 279344,
Pl 401474, Pl 401475, Pl 406006, Pl 537658, Pl 544028, Pl 532639, Pl 568787,
Pl 613382, Pl 613503, Pl 638543 destacam-se como os mais divergentes,
sugerindo uma analise mais aprofundada para indicagdo dos mesmo para um

programa de melhoramento.
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