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RESUMO

OLIVEIRA, Altacis Junior de, M.Sc., UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MATO
GROSSO “Carlos Alberto Reyes Maldonado”, Janeiro de 2021, Variabilidade
genética em genoétipos de Carthamus tinctorius L. via marcador molecular
SSR. Professor Orientador: Dr. Marco Antonio Aparecido Barelli, Professores

Conselheiros: Dr. Nilo Leal Sander e Dr. Rafhael Felipin Azevedo

O Carthamus tinctorius L. € uma oleaginosa pertencente a familia
Asteraceae, cuja matéria-prima se destina a diversos fins. A cultura tem atraido a
atencdo de pesquisadores e industrias pela qualidade e quantidade de 6leo
produzido, o que torna importante a realizacao de estudos, principalmente quanto ao
melhoramento genético, para auxiliar na selecdo de gendtipos superiores. Neste
sentido, a avaliacdo da variabilidade genética com o uso de marcadores € uma
etapa primordial para exploragdo dos recursos genéticos para 0 programa de
melhoramento da cultura. Diante disso, O presente estudo teve a finalidade de
estimar a variabilidade genética de genoétipos de cartamo via marcadores
moleculares Simple Sequence Repetition (SSR). O estudo foi conduzido na
Universidade Estadual de Mato Grosso “Carlos Alberto Reyes Maldonado”, Campus
de Caceres-MT, onde foram avaliados 121 gendtipos de cartamo da colecdo de
Germoplasma, utilizando 21 marcadores SSR. A diversidade genética foi estimada
por meio de numero de alelos, heterozigosidade média observada (Ho),
heterozigosidade média esperada (He) e coeficiente de endogamia (F). Utilizou-se o
indice Jaccard para a obtencdo da matriz de similaridade, e os agrupamentos dos
genotipos foram realizados pelos métodos de Otimizacdo de Tocher modificado e
Hierarquico de UPGMA com auxilio do programa GENES. Os dados moleculares
ainda foram submetidos a analise de estruturacdo genética, empregando-se o
método Bayesiano. O numero de alelos detectados entre os genétipos considerando
os 21 loci foi de 158, a He pode ser considerada alta, variando de 0,551 a 0,804, ja a
heterozigosidade observada (Ho) foi baixa, variando de 0,000 a 0,502, e indices de
coeficiente de endogamia (F) foram positivos em todos os locus e em todas as
populacfes, possuindo uma média geral de 0,958. Os valores de medida de
diferenciacdo genética (FST) entre as populacdes foram encontrados baixos em
média de 0,010, sugerindo baixa estrutura populacional. O agrupamento realizado
pelo método de Tocher modificado permitiu a alocacdo dos gendtipos em 19 grupos,
e 0 agrupamento pelo meétodo hierarquico de UPGMA possibilitou alocar os
genotipos em 15 grupos distintos. A analise de estruturacdo populacional demostrou
haver presenca de duas populacdes entre os genotipos avaliados, com poucas
introgressfes génicas. Os métodos de agrupamento promoveram agrupamentos
parcialmente semelhantes e a diversidade genética dos genotipos avaliados
demostraram que a distribuicdo geogréfica, neste estudo, ndo esté relacionada com
a distancia genética dos genotipos. Com isso, conclui-se que os genotipos de
Carthamus tinctorius L. apresentaram variabilidade genética, sendo possivel
explorar esta variabilidade em programas de melhoramento genético.
Palavras-Chave: Cartamo; SSR; Melhoramento Genético.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Altacis Junior de, M.Sc., STATE UNIVERSITY OF MATO GROSSO
"Carlos Alberto Reyes Maldonado”, January 2021, Genetic variability in genotypes
of Carthamus tinctorius L. via molecular marker SSR. Adviser: Professor: Dr.
Marco Antonio Aparecido Barelli, Advisor Professors: Dr. Nilo Leal Sander and Dr.

Rafhael Felipin Azevedo

Carthamus tinctorius L. is an oil plant belonging to the Asteraceae family,
whose raw material is intended for various purposes. The crop has attracted the
attention of researchers and industries due to the oil quality and quantity produced,
which makes it important to carry out studies, mainly regarding breeding,to help the
selection of superior genotypes. In this sense, the evaluation of genetic variability
with the use of molecular markers is essential step for the genetic resources
exploitation to safflower breeding programs. In view of this, the present study aimed
to estimate the genetic variability of safflower genotypes by Simple Sequence
Repetition (SSR) molecular markers. The study was conducted at the State
University of Mato Grosso "Carlos Alberto Reyes Maldonado”, Campus of Céceres-
MT, where 121 safflower genotypes from the Germplasm collection were evaluated
using 21 SSR markers. Genetic diversity was estimated through the number of
alleles, observed average heterozygosity (Ho), expected average heterozygosity
(He) and inbreeding coefficient (F). The Jaccard Index was used to obtain the
similarity matrix, and the genotypes were grouped using the modified Tocher's
Optimization and UPGMA Hierarchical methods using the GENES program.
Molecular data were also subjected to genetic structuring analysis, using the
Bayesian’s method. The number of alleles detected among the genotypes
considering the 21 loci was 158, He can be considered high, varying from 0.551 to
0.804, whereas the observed heterozygosity (Ho) was low, varying from 0.000 to
0.502, and coefficient indices of inbreeding (F) were positive in all loci, and in all
populations, with an overall average of 0.958. Measure values of genetic
differentiation (FST) between populations were found low on average of 0.010,
suggesting low population structure. The grouping performed by the modified Tocher
method allowed the allocation of genotypes in 19 groups, and the grouping by the
UPGMA's hierarchical method made possible to divide the genotypes into 15 distinct
groups. The grouping methods promoted partially similar clusters and the genotypes
genetic diversity evaluated demonstrated that the geographic distribution, in this
study, was not related to the genetic distance of the genotypes. With this, it is
concluded that the genotypes of Carthamus tinctorius L. presented genetic variability,
being possible to explore this variability in genetic improvement programs.

Key words: Safflower; SSR; Genetic improvement.
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1. INTRODUCAO

A cultura do Carthamus tinctorius L. € uma das mais antigas do mundo, com
relatos de seu cultivo e utilizagdo a mais de 4.000 anos (Moura et al., 2015). E uma
oleaginosa pertencente a familia Asteraceae, cuja matéria-prima é destinada para
producdo de Oleo na alimentacdo humana e na industria para diversos fins
(Queiroga et al., 2020), bem como na producédo de lubrificantes, biocombustiveis,
sables e vernizes, 0leo de cozinha e ragdo para animais (Golkar, 2014; Kumar et
al., 2016).

O cartamo é uma das sementes oleaginosas mais importantes do mundo
(Kim et al., 2016; Sharifi et al., 2017). Seu cultivo é feito em mais de 60 paises, e a
producdo mundial no ano de 2017 foi em torno de 734 mil toneladas, em uma area
cultivada de aproximadamente de 725 mil hectares, sendo que os paises Turquia,
México e China possuiram as maiores produtividades 1.826,00, 1.565,00 e 1.429,00
kg ha™ respectivamente (FAO, 2019).

No Brasil a cultura tem atraido a atencdo de pesquisadores e industrias por
se tratar de uma oleaginosa promissora na quantidade e qualidade do seu 6leo
(Silveira et al., 2017; FAO, 2019). Além disso, estudos envolvendo a cultura ainda
Sa0 escassos no pais, principalmente do melhoramento genético, que podem ajudar
na escolha e selecdo de gendtipos que melhor se desenvolveriam nas regides
produtoras (Singh e Nimbkar, 2016).

Nesse contexto, a avaliacdo da variabilidade genética com o uso de
marcadores € primordial para exploracdo dos recursos genéticos em programas de
melhoramento de plantas (Saadaoui et al., 2017). A diversidade genética pode ser
avaliada usando diferentes marcadores (bioquimicos, morfolégicos e moleculares),
sendo que a variacdo genética no nivel do DNA constitui uma excelente ferramenta
para a obtencdo de informacdes contidas no genoma de um individuo (Vieira et al.,
2008; Bahmankar et al. 2017).

Uma ferramenta muito utilizada para a analise de diversidade genética sao
os marcadores moleculares SSR (Simple Sequence Repeat) que sao capazes de

identificar gendtipos com caracteristicas desejaveis para o desenvolvimento de
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novas cultivares (Kiran et al., 2017). Atualmente, os marcadores moleculares SSR
tém sido utilizado para estudos genéticos em cartamo e na obtencdo da estrutura
genética (Golkar e Mokhtari, 2018).

Estudos tem demonstrado a utilizacdo de marcadores SSR em cartamo,
como o realizado por Ambreen et al. (2015), onde avaliaram o desenvolvimento de
marcadores SSR, usando 25 gendtipos e 325 marcadores SSR, observaram que 0s
novos marcadores desenvolvidos no estudo irdo se somar ao repertorio existente de
marcadores e podendo ser usado para analise de diversidade, estudos sintéticos,
construcéo de ligacdo mapas e selegcéo assistida por marcadores.

Kiran et al. (2017) avaliando a diversidade genética, estrutura populacional e
desequilibrio de ligacdo utilizando 148 gendtipos de cartamo utilizando 44
marcadores SSR, obtiveram resultados de alta variacdo fenotipica, estrutura
populacional moderada e baixo nivel de desequilibrio de ligagéo.

Ja4 Bahmankar et al. (2017) em estudo desenvolvido no Ird, avaliaram e
caracterizaram a diversidade genética entre 20 genoétipos de cartamo com origens
nativas e exoéticas usando nove marcadores SSR, observaram que 0s genotipos
foram divididos em grupos consistentes com seu pais de origem, sugerindo que 0s
marcadores SSR podem ser utilizados de forma eficiente para avaliar a diversidade
genética e as relacdes entre os gendtipos de cartamo.

Nesse contexto, a utilizacdo de técnicas moleculares via marcadores SSR
em estudos com cartamo, sdo necessarias para o melhoramento genético da
cultura, pois auxiliam na identificacdo da variabilidade genética e estrutura
populacional. Ambas as informagfes sdo de fundamental importancia para o uso
racional da diversidade genética das populacdes de cartamo.

Diante disso, o presente trabalho objetivou-se estimar a variabilidade
genética de 121 gendtipos de cartamo via marcadores moleculares SSR da colecéo
de Germoplasma do Laboratorio de Recursos Genéticos & Biotecnologia (LRG&B)
da Universidade Estadual de Mato Grosso “Carlos Alberto Reyes Maldonado”
(UNEMAT), Campus de Caceres-MT.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A cultura do Carthamus tinctorius L.

O Carthamus tinctorius L. conhecido também como acafrdo e acafréo
bastardo é considerado uma das culturas mais antigas do mundo, os relatos de seu
cultivo e utilizacdo datam a mais de 4.000 anos (Medeiros, 2011). Sua origem &
Asidtica e Africana com provaveis centros de distribuicdo na india, Afeganistdo e
Etiopia (Moura et al., 2015). Na antiguidade era utilizado como corante extraido das
flores, muito usado em alimentos e tecidos, com evidéncias de cultivo datadas em
1.600 a.C. no Egito (Sehgal, 2011; Britannica Academic, 2019).

No século XX, a cultura foi introduzida nas Américas nos Estados Unidos,
nos Estados do Arizona, Califérnia, Nebraska e Utah (Ashri et al., 1960; Dajue et al.,
1996; Silva, 2013). Devido a adaptabilidade da cultura, no ano de 1958 o cartamo
passou a ser cultivado na regido noroeste do México (Coronado, 2010). No Brasil
seu histérico de cultivo é recente, realizado apenas por Universidades e institutos de
pesquisas, visando posicionar a semeadura do cartamo na segunda safra (Silva et
al., 2015).

O cartamo é uma oleaginosa autégama pertencente a familia Asteraceae,
género Carthamus e espécie Carthamus tinctorius L., € a Unica do género que
possui 24 cromossomos (Gerhardt, 2014). O porte € herbaceo, caule ereto e
ramificado, com altura variando entre 0,4 e 2,0 m, com sistema radicular pivotante
gue pode atingir até 3,0 m de profundidade (Singh e Nimbkar, 2007; Oliveira Neto,
2020).

Seu sistema radicular consegue se desenvolver bem, favorecendo a
capacidade de absorcédo de agua e nutrientes em maiores profundidades (Sajedi et
al., 2012). Esse mecanismo proporciona a cultura uma caracteristica importante,
tornando estd uma alternativa para o cultivo em regides sujeitas ao estresse hidrico
(Kar et al., 2007), ou para ser inclusa como cultivo em periodo de segunda safra

onde pode ocorrer veranicos.
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As ramificacbes do caule podem ser classificadas como primérias,
secundérias e terciarias, nas quais surge uma inflorescéncia chamada de capitulo
(Britannica Academic, 2019). O capitulo € composto de 20 a 250 flores, denominada
de floretes que se encontram envolvidas por diversas bracteas sobrepostas (Silva,
2013). Cada flor possui um conjunto de pétalas que circunda o gineceu e androceu
(Singh e Nimbkar, 2006).

A semente do cartamo é eurispérmica, pois apresenta formato irregular com
apice achatado e base arredondada, possui coloracdo branca amarelada quando
seca e acinzentada quando hidratada (Mindel et al., 2004; Abud et al., 2010). Os
gendtipos comerciais de cartamo sdo classificados em dois grupos conforme os
seus teores e a composicdo do 6leo presente nas sementes. O primeiro grupo
chamado de oleico é definido por apresentar de 70 a 75% de acidos graxos na sua
constituicdo, e o segundo grupo denominado de linoleico apresentando na sua
constituicdo acima de 70% de &cido linoleico (Gracia et al., 2010).

O ciclo varia em torno de 110 a 150 dias, que pode antecipar ou prolongar
seu ciclo, dependendo do gendtipo e das condi¢cdes ambientais (Flemmer et al.,
2015). Apos a semeadura, a germinagdo ocorre entre trés a oito dias, onde se inicia
o estadio de roseta, que é caracterizado pelo crescimento lento da planta, onde
diversas folhas sé@o produzidas ao nivel do solo. O material genético e as condicdes
climaticas podem influenciar na duracédo desta fase, mas geralmente dura em torno
de trés a seis semanas. Essa € a etapa mais critica do desenvolvimento da cultura,
pois apresenta crescimento lento, que a torna bastante sensivel a competicdo por
agua, luz e nutrientes com as plantas invasoras (Emongor, 2010).

A fase de desenvolvimento vegetativo ocorre de 42 a 48 dias apos a
emergéncia (DAE), obtendo a elongacdo do caule e as ramificacbes. O
florescimento inicia entre 60 e 100 DAE. Esta fase € de extrema importancia para a
cultura, pois € quando os componentes de producéo sdo determinados. O estadio
de maturidade fisiolégica esta compreendido entre 102 a 148 DAE, onde ocorre a
translocacdo de fotoassimilados do caule e folhas (fonte) para os graos (dreno)
(Montoya, 2010). Ja o ponto ideal para colheita se da entre 117 a 169 DAE, época

caracterizada com as plantas completamente senescidas com coloracdo marrom
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das folhas e capitulos e as sementes apresentando umidade em torno de 10%
(Emongor, 2010; Guidorizzi, 2016).

O cartamo possui elevada capacidade de adaptacdo as mais diferentes
condi¢cBes edafoclimaticas, tem desenvolvimento adequado em altitudes situadas
até 1000 metros acima do nivel do mar. Tolera amplitudes de temperatura que
podem variar de 5 a 40 °C (Oelke et al., 1992), com uma temperatura 6tima situada
entre 20 e 35 °C (Coronado, 2010). Possui pouca ou nenhuma resposta ao
fotoperiodo e tem adaptacéo excelente em regides com precipitacdes de 300 a 400
mm durante o seu ciclo de desenvolvimento. Apresenta tolerancia a seca, sendo
gue em condi¢cBes de deficiéncia hidrica moderada pode apresentar ligeira reducao
da produtividade de grdos (Hussain et al., 2015). O cultivo ainda pode ser em
diferentes tipos de solo, desde que sejam profundos e possuam boa drenagem
(Bagheri e Sam-Dailiri, 2011).

Sabe-se, que nas regides sudeste e centro-oeste do Brasil, as é&reas
agricultaveis predominam um longo periodo de estiagem, normalmente na segunda
guinzena de abril até o final de setembro (Coronado, 2010; Shahrokhnia et al.,
2016). Nesse periodo, é muito arriscado a semeadura de espécies tradicionais,
sendo assim, torna estas areas alternativas para cultivar espécies como o cartamo,
gque ¢€ tolerante a deficiéncia hidrica, propiciando aos produtores opcdes
interessantes de cultivo de entressafra (Guidorizzi, 2016; Paludo et al., 2018).

O cultivo do céartamo € feito em mais de 60 paises, em 2017 a producéo
mundial foi em torno de 734 mil toneladas, em uma &rea cultivada de
aproximadamente de 725 mil hectares. O pais que possui maior area produtora da
cultura é o Cazaquistdo com aproximadamente 251 mil hectares, representando
quase 35 % da éarea total colhida no mundo em 2017, com uma producdo de
aproximadamente 225 toneladas. Quando se fala em produtividade da cultura, a
Turquia lidera seguida pelo México, China, Estados Unidos e Hungria, com uma
produtividade média de aproximadamente 1.826,00, 1.565,00, 1.429,00, 1.408,00 e
1.286,00 kg ha™* respectivamente (FAO, 2019).

Segundo os dados da FAO (2019), o Brasil ndo aparece na lista como
produtor de cartamo, pois ainda € pouco cultivado no pais. Entretanto estudos vém

sendo realizados, principalmente pela Universidade Estadual Paulista "Jalio de
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Mesquita Filho", demonstrando a aptiddo para a produgéo do cartamo. Silva (2013)
avaliando acessos de cartamo obteve produtividade média de 1.057,00 kg ha™. Zoz
(2015) avaliando variedades comerciais americanas obteve produtividade de 516,00
kg ha em condicdes de restricdo hidrica extrema, passando por uma estiagem de
51 dias na fase reprodutiva da cultura. Guidorizzi (2016) trabalhando com manejo e
adubac&o obteve produtividades de até 2.119,00 kg ha™.

As sementes de cartamo apresentam teores de 6leo que variam de 35 % até
45 %, sendo este 6leo considerado de boa qualidade, pois pode ser usado tanto
para 0 consumo humano quanto para o uso industrial. O mesmo possui elevados
teores de acido oleico e acido linoleico (70 — 75 %) e a sua classificacdo dos
cultivares é dada por grupos, conforme os teores de acidos graxos, ou seja, existe o
grupo de cartamo oleico e o grupo de cartamo linoleico (Handan et al., 2009).

Os principais derivados do cartamo destinados ao consumo humano sdo o
Oleo de cozinha e margarina, também é utilizado como suplemento nutricional,
devido possuir presenca majoritaria dos &cidos oleicos (Omega 9) e linoleicos
(Omega 6), que auxilia no controle do colesterol ruim, na queima de gorduras e
tonificacdo dos musculos (Medeiros, 2011; Karami et al., 2018).

Algumas pesquisas relacionadas ao consumo do Oleo de céartamo
demostraram ser benéfico a saude, entre os beneficios descritos na literatura
destacam-se a reducdo do peso corporal e da circunferéncia da cintura (CC),
prevencdo e tratamento de hiperlipidemia e reducdo das lesdes ateroscleroticas, o
gue em conjunto resulta em prevencéo de risco cardiovascular (Harris et al., 2017).

Para as industrias, o 6leo de cartamo pode ser empregado na fabricacdo de
varios produtos como: tintas, vernizes, esmaltes, sabdes, biodiesel, entre outros. A
torta constituida da moagem dos graos, subproduto obtido do processo de extracéo
do éleo, serve como fonte proteica, possuindo mais ou menos 25 % de proteina,
além da produgdo de biomassa, conferindo a esta cultura uma caracteristica de
forrageira de boa qualidade para producéo de silagem, propicia para alimentacéo de
ruminantes (Ekin, 2005; Arantes, 2011; Augustinho, 2013).

Esta cultura tem diferentes formas de utilizagédo, como é o caso de alguns
paises da Europa que o utilizam como planta ornamental (Magalhaes, 2017), em

outros paises é utilizada para rotacdo de cultura, para controlar plantas daninhas e
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interromper ciclos de doencas, proporcionando uma diversificagdo dos sistemas de
cultivo (Omidi et al., 2012).

Portanto, essa cultura apresenta-se com potencial para seu cultivo em larga
escala no Brasil em funcdo das suas caracteristicas, sendo necessarios ampliar os
estudos tanto para manejo como para o0 melhoramento genético visando o

desenvolvimento de cultivares adaptados as condigdes brasileiras.

2.3. Variabilidade genética

A variabilidade genética de uma espécie € de fundamental importancia, pois
ela € a base para a evolucdo das espécies aos variados tipos de habitats e as
alteracdes climaticas, além de ser a base para programas de melhoramento
genético. A quantificacdo da variabilidade genética dentro de populacdes pode ser
efetuada a partir de medidas de diversidade genética intrapopulacional, que poderéo
ser estimadas a partir de dados de marcadores moleculares (Cavers et al., 2005;
Saadaoui et al., 2017).

Os marcadores moleculares sdo quaisquer fendtipos moleculares
provenientes de quaisquer segmentos expressos ou ndao de DNA que vem de
heranca genética e se prestam a diferenciacdo de um ou mais individuos (Ferreira e
Grattapaglia, 1998; Milach, 1998). Esses marcadores moleculares podem ser
obtidos por meio de diferentes técnicas, em que cada técnica utiliza uma estratégia
particular para detectar o polimorfismo, nos quais, a diferenca entre si € dada por
caracteristicas como a abundancia no genoma, niveis de polimorfismo detectados,
especificidade de locus, reprodutibilidade, requerimentos técnicos e custo (Mondini
et al., 2009).

Conforme a metodologia utilizada para identificar os marcadores
moleculares, pode-se classifica-los em dois grupos: o primeiro, 0os marcadores séao
obtidos por hibridizagéo e o segundo, os marcadores sdo obtidos por amplificagéo
do DNA. Entre os identificados por hibridizagdo estdo os marcadores RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism) e os marcadores minissatélites. Ja
para os marcadores por amplificacao estdo o RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA), SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions), STS (Sequence Tagged
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Sites), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) e SSR ou microssatélites
(Simple Sequence Repeats) (Chies et al., 2014).

O aperfeicoamento das técnicas utilizando marcadores por amplificacdo é
fundamentada pela amplificacdo dos fragmentos de DNA, com isso, grandes
avancos veem sendo alcangados na area dos marcadores de DNA, como é o caso
dos marcadores de microssatélites (Padilha et al., 2003; Miah et al., 2013). Os
marcadores de microssatélites sédo curtas regides do DNA com ndo mais do que seis
nucleotideos de comprimento, repetidas em tandem ao longo do genoma (Litt e Luty,
1989; Ferreira e Gratapaglia, 1998). Por meio da reacao de polimerase em cadeia
(PCR) essas regibes sdo amplificadas, utilizando primers especificos (de 20 a 30
bases), complementares a sequéncias Unicas que flanqueiam o microssatélite,
assim, cada segmento amplificado de tamanho diferente representa um alelo
diferente do mesmo loco (Ferreira e Gratapaglia, 1998).

As principais vantagens dos marcadores de microssatélites € de serem
codominantes, bastante informativos, exigir pequena quantidade de DNA, ser de
facil utilizacdo e reprodutibilidade, baixo custo, grande poder de resolucdo, e
finalmente por constituirem uma das classes mais polimérficas de marcadores
moleculares disponiveis hoje, diante disso, estdo substituindo rapidamente outros
marcadores em diversos tipos de estudos genéticos (Caixeta et al., 2006).

Alguns estudos mostram a utilidade de marcadores SSR na cultura do
cartamo, Chapman et al. (2009) avaliando o desenvolvimento, polimorfismo e
utiidade cruzada de taxons em 27 gendtipos de cartamo por meio de 104
marcadores SSR, observaram que os marcadores representaram um recurso valioso
para a analise genética de cartamo e espécies relacionadas, e teve potencial de
facilitar analises comparativas baseadas em mapas em uma ampla gama de taxons
dentro das Asteraceae.

Derakhshan et al. (2014) avaliando a diversidade genética e as relagdes de
42 genotipos de cartamo em seis espeécies, Carthamus tinctorius, Carthamus
palaestinus, Carthamus oxyacanthus, Carthamus lanatus, Carthamus dentatus e
Carthamus boissieri, utilizando 33 marcadores SSR, onde o uso dos marcadores
possibilitou identificar as relacdes genéticas e a diversidade entre as espécies de

Carthamus.
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Kiran et al. (2017) avaliando caracteristicas agrondémicas, diversidade
genética e estrutura populacional em 148 gendtipos de cartamo oriundos de 15
paises a partir da genotipagem de 44 loci SSR, detectaram, elevada variacao
fenotipica, sugerindo que o subconjunto central pode ser explorado para o
mapeamento da associacdo dos componentes de producdo de sementes de
cartamo.

Ja Mokhtari et al. (2018) avaliando relacdes genéticas entre 105 gendtipos
de cartamo de diferentes areas geograficas, por meio de 32 loci SSR, verificaram
que os cromossomos domesticados e genotipos selvagens foram agrupados em
dois grandes grupos, indicando esses marcadores como ferramenta apropriada para

analisar a diversidade genética e mapeamento do genoma.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Caracterizacao da area experimental

O estudo foi conduzido no Laboratério de Recursos Genéticos &
Biotecnologia (LRG&B) e na casa de vegetacdo pertencente ao LRG&B com
umidade e temperatura controlada, ambos vinculados ao Departamento de
Agronomia da Universidade do Estado de Mato Grosso “Carlos Alberto Reyes
Maldonado” (UNEMAT), Cidade Universitaria do Campus de Caceres — Mato

Grosso, localizada nas coordenadas “16°07°66” e “57°65°29” longitude.

3.2. Material experimental

Foram avaliados 121 gendtipos de cartamo (Tabela 1), sendo que 11 nado
foram utilizados, devido serem de populacbes contendo apenas um genotipo,
evitando assim, a superestimacdo destas informacfes para estes individuos.
Portanto, as andlises foram realizadas com 110 gendtipos provenientes de dez
populacbes distintas, os quais sdo: Bangladesh, Canada, Cazaquistdo, China,
Etiépia, EUA, india, Ird, Paquistdo e Turquia. As populacdes, por sua vez, pertencem
a seis regides: Asia Meridional (india e Paquistdo); Oriente Médio (Ird e Turquia);
Ameérica do Norte (Canada e EUA); Asia Oriental (China e Bangladesh); Asia Central
(Cazaquistdo); e Africa Oriental (Etiopia) e fazem parte da colegdo ativa de
germoplasma do Laboratério de Recursos Genéticos & Biotecnologia da
Universidade Estadual de Mato Grosso “Carlos Alberto Reyes Maldonado”
(UNEMAT), Campus de Céaceres-MT.

3.3. Cultivo dos gendtipos de Carthamus tinctorius L.

Para a extracdo do DNA, foi feita a semeadura dos 121 genotipos de
cartamo em copos plasticos de 500 ml contendo substrato comercial, onde se

realizou a semeadura com duas sementes com 3 repeticdes para cada gendtipo.
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Tabela 1 - Informacdes de ordem (Ord.), identificagcdo (PI), e origem dos 121

genadtipos de Carthamus tinctorius L. avaliados

Ord. PI Origem Ord. PI Origem Ord. PI Origem Ord. PI Origem
1 193473 Etiopia 33 306832 india 66 451956 india 97 572431 EUA
2 195895 Marrocos 34 306833 india 67 506426 China 98 572439 EUA
3 237539 Turquia 35 306838 india 68 508068 EUA 99 572450 EUA
4 248385 india 37 306866 india 69 514625 China 100 572464 EUA
5 248620 Paquistédo 38 343783 Ira 70 525457 EUA 101 572544 Canada
6 248808 india 39 343930 Etiépia 71 537658 EUA 102 576981 China
7 248828 india 40 367833 Argentina 72 537673 EUA 103 576985 Franca
8 248839 india 42 369845 Tajiquistdo 73 537680 EUA 104 613357 EUA
9 248852 india 43 369849 Russia 74 537682 EUA 105 613361 EUA

10 250083 Egito 44 369854 Uzbequistéo 75 537684 EUA 106 613366 EUA
11 250188 Paquistéo 45 392029 Turquia 76 537697 EUA 107 613373 EUA
12 250190 Paquistéo 46 392030 Turquia 7 537712 EUA 108 613380 EUA
13 250203 Paquistéo 47 392031 Turquia 78 543980 China 109 613382 EUA
14 250204 Paquistéo 48 393500 Ira 79 544002 China 110 613384 EUA
15 250840 Ird 49 401474 Bangladesh 80 544013 China 111 613394 EUA
16 250922 Ira 50 401475 Bangladesh 81 544028 China 112 613404 EUA
18 253540 Hungria 51 401477 Bangladesh 82 544030 China 113 613409 EUA
19 253899 Siria 52 401480 Bangladesh 83 544031 China 114 613415 EUA
20 259996 Paquistéo 53 401578 india 84 544036 China 115 613419 EUA
21 259997 Paquistéo 54 401589 india 85 544038 China 116 613422 EUA
22 262443 Espanha 55 405955 Ira 86 544043 China 117 613456 EUA
23 262447 Cazaquistdo 56 405961 Ird 87 560178 EUA 118 613503 EUA
24 262450 india 57 405965 Ird 88 532639 india 119 613519 Ird
25 279344 Japéo 58 405970 Ira 89 568787 China 120 638543 Canada
26 283757 india 59 405975 Ira 90 568792 China 121 653143 EUA
27 304438 Ird 60 406006 Ird 91 568795 China 122 653149 China
28 305161 india 61 406007 Ira 92 568798 China 123 653162 China
29 305198 india 62 406015 Ira 93 568836 China 124 251978 Turquia
30 305207 india 63 407606 Turquia 94 568866 China

31 305209 india 64 407613 Turquia 95 568870 China

32 305540 Cazaquistédo 65 451954 india 96 568876 China

A semeadura para obter amostras vegetais para extracdo do DNA foi

realizada na casa de vegetacdo do LRG&B, a irrigacéao foi feita diariamente duas

vezes ao dia até o periodo de coleta do tecido foliar. Procedeu-se a coleta entre oito

22




a dez dias apos a semeadura (DAS), quando os genoétipos apresentaram o segundo
par de folhas verdadeiras. Para a coleta foi necesséario a utilizagcdo de uma pinca
para cortar as folhas de cada genétipo, ficando esse material livre de contaminacéao,
e posteriormente acondicionadas em saquinhos de zip lock e armazenadas em ultra

freezer em temperatura de -80 °C até o processo de extragdo do DNA.

3.4. Extracdo do DNA dos gendtipos de Carthamus tinctorius L.

O processo de extracdo do DNA foi realizado mediante o uso do kit Wizard®
Genomic DNA Purification Promega, seguindo as recomendacdes do fabricante. O
primeiro passo foi retirar o tecido foliar do ultrafreezer para retirada de uma pequena
amostra em torno de 0,05 gramas das folhas coletadas e colocadas em microtubos
de 2,0 mL enumerados correspondendo cada gendtipo. Logo em seguida, adicionou-
se duas beats em cada microtubo.

Seguindo o kit de extracdo promega, adicionou-se em cada microtubo 600
ML de “Nucleilysis Solucion” e levado ao tissuelyser por 10 minutos para a
maceracdo do DNA. Finalizados o tempo de maceracgéao, retiraram-se as beats de
cada microtubo e estes levados em banho-maria a 65 °C por 15 minutos. Apés isso,
adicionou-se trés uL de RNAse e os tubos foram vertidos cinco vezes delicadamente
e, incubados novamente em banho-maria a 37 °C, por 15 minutos. Posteriormente
deixou-se esfriar por cinco minutos em temperatura ambiente e adicionou-se 200 uL
de “Protein Precipitation Solution” e os microtubos foram levados ao vértex em alta
velocidade por 20 segundos. Logo em seguida, colocou-se na centrifuga a 14.000
rom com temperatura de -4 °C por cinco minutos e o sobrenadante foi transferido
para novo microtubo de 1,5 ml, com 600 pL de isopropanol em temperatura
ambiente, onde a solugao foi misturada por inversdo. Os microtubos foram ainda
centrifugados a 14.000 rpm com temperatura de 22 °C por cinco minutos, o
sobrenadante foi descartado e no precipitado adicionados 600 uL de etanol 70 % em
temperatura ambiente. Os microtubos novamente centrifugados por 14.000 rpm por
trés minutos. O sobrenadante foi retirado por decantacdo, deixando apenas o pellet
aderido a parede do microtubo, e para secagem do precipitado, os microtubos foram

colocados vertidos sobre papel absorvente por 15 minutos.
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Os DNAs precipitados foram ressuspendidos com agua ultrapura
autoclavada e colocados na geladeira em overnight para serem utilizados a
posteriori. A qualidade do DNA foi analisada por meio de eletroforese em gel de

agarose a 1,0 % (Figura 1), demostrando uma 6tima extracdo dos DNAs.
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Figura 1 — Andlise da qualidade da extracdo de DNAs de cartamo revelados em gel
de agarose a 1%.

3.5. Amplificacéo e revelacdo dos amplicons

Para a amplificacdo, foram utilizados 21 primers para os loci SSR (Tabela 2),
para representar a variabilidade genética dos 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 concentracao
de 10 ng-pL™ utilizando-se &gua ultrapura autoclavada como diluente. O mix de PCR
foi preparado conforme quantidade e concentragao a seguir: 2 uL de DNA (10 ng-uL"
1); 0,5 L do mix de desoxirribonucleotideos (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) (10 mM);
1.25 pL de cada primer (forward e reverse) (10 pM); 5 pL de buffer (5X) contendo
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magneésio (7,5 mM); 0,2 uL taq polimerase (5U) e 14,8 pyL de agua ultrapura

autoclavada, totalizando um volume final de reagéo de 25 L.

Tabela 2 — Descricdo dos 21 marcadores moleculares SSR que foram utilizados
para identificacdo da variabilidade molecular dos 121 gendtipos de

Carthamus tinctorius L.

ordem Nome da Tipo de Sequéncia 5’ a 3’ Temp. de
sequéncia repeticéo do primer anelamento(°C)

1 CT3 (CT)s...(CT)1o AGCGAGACAACTCTGGGTGT 55,2
GTGCACCAACTCTGCCTTTA

2 CT4 (CT)e GCGTTCGAGAAACATTCGAG 54,1
AGCCCCCATTTGTAGGGATA

3 CT6 (CT)4...(CT1o AAAGCCCGCCTAAAACACTT 58
AATACGAGTTCGATTGTGTGC

4 CT7 (AG)s...(AGT)s AGTTTTTCAAGGCAGGTGACA 54
CCGTTTTAACTCCCAAACCA

5 CT10 (AG)4 GTCCGATGCGGTCAAAAT 55,2
GTTTCAACCACCCGGTTTC

6 CT11 (TCCT)...(TTC), CGCCTTTCAATCCTTGTCTC 54,1
CAGCACCAAGAACCATAGCA

7 CT12 (CTTT)GA(CTTT)., GGCGACGAATTTGAGTTCAC 54,1
ACCAATCGAAAACGGAGATG

8 CT13 (TCAC)(TTC), CTGGAAGTGACCAAACAACCT 54,1

GGTTGAGTCTTATTTTGGGAGATG

9 CT14 (TCC),TCA CTTCCTTGTTGCTCGTCACA 54,1
ACACATCCCTCGTTTTCCAG

10 CT19 (CT)ao GCTTCCGAATTGAACGGAGA 54
ACATCATCGCCACGTCAGTT

11 CT26 (GGAAA), CATCGCTACCAACCATACCC 54,3
GCGGAATCGAACAACCTATC

12 CT31 (AG)4 CCGACGAAGTGGTGAATAGG 55,2
TATCCAAACATGCGGTTTCA

13 CT316 (TC)s CTGAACGAAAACGCAGTCAA 56,5
TGGGTTTTGGATGTGAGGAT

14 CT657 (CAT)6...(CAT)12 GGCTCAACTCGACTCATCATC 56
GCTTGTTGGGAGGGATCATA

15 CT309 (TA)s TTGCAAGATTGTTCGTCGAT 55,2
TCCCTTCCTATTCTGGACCC

16 CT599 (TC)11...(TA)s CATTAACCCATCCATCACCC 56
TGTCATCTCTGAAAGCACCG

17 CT006 (GM)r2 CAATTCGCTTCCACCAAGAT 55,2
TACTCCTACCCGCCACAAAC

18 CT820 (AG); TTGCCCATTGTTCGTTAGGT 55,2
AAAAGAAAACGCGCAGAAGA

19 CT440 (AG)qy AGCAGTAGAGCATAACGCC 59,8
CAGCCAGCCAGAATGATCG

20 CT518 (AG)10 CCCTTTTTGCTCTCCAACCT 55,2
CTTGGGCCTTCCTCTCTTCT

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

Seguindo o protocolo de Williams et al. (1990), as reagbes de amplificacéo

do DNA via PCR foram realizadas em termociclador Perkin EImer modelo 9600,
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consistindo em uma fase de desnaturacgéo inicial a 94 °C por cinco minutos, seguido
por 35 ciclos de desnaturacao a 94 °C por 30 s, anelamento conforme a temperatura
especifica do primer (Tabela 2) por 30 s, extenséo a 72 °C por 30 s, e uma fase de
extensao final a 72 °C por cinco minutos.

Posteriormente, o produto da PCR foi armazenado a 4 °C por tempo
indeterminado, até o momento da revelacdo. Os produtos de amplificacdo
(amplicons) foram corados com Gel Red e Blue Juice 6X e visualizados em gel de
agarose a 3 %, tendo como solucédo tampao de corrida o Tris borato EDTAa 1 %, e
fotografados em sistema de fotodocumentagdo Locus Biotecnologia/LPix Image
versdo 2.7 apo6s quatro horas de corrida do gel a 60 Volts.

3.6. Andlises estatisticas

A diversidade genética dos 121 gendtipos de cartamo foi estimada por meio
das frequéncias alélicas, niumero de alelos, heterozigosidade média observada (Ho),
heterozigosidade meédia esperada (He), coeficiente de endogamia (F), sendo
calculados com o auxilio programa GenAlEx 6.5 (Excoffier et al., 2005). Com o
mesmo programa foram mensurados a estrutura genética das populacdes Fst
(Wright, 1949).

A andlise de variancia molecular (AMOVA) foi utilizada para revelar a
distribuicdo da diversidade genética entre e dentro da populacdo e entre individuos,
de acordo com Excoffier et al. (1992). A significancia foi testada utilizando 1.000
permutacées com um intervalo de confianca de 95%.

A analise baeysiana de agrupamentos foi realizada com o auxilio do software
Structure (Pritchard et al. 2000), utilizando-o para definir o nimero de grupos (K). As
analises foram realizadas com 20 corridas para cada valor de K, 200.000 “burn-ins”
e 500.000 simulacbes de Monte Carlo de Cadeias de Markov (MCMC). Para
definicdo do K, mais provavel em relacdo aos propostos, foram utilizados os critérios
descritos por Pritchard & Wen (2004) e Evanno et al. (2005).
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3.6.1. indice de similaridade de Jaccard

O indice de similaridade de Jaccard foi empregado como base para avaliar a
divergéncia genética entre os gendtipos de cartamo, utilizando-se dados binarios,
para o emprego da analise multivariada. O indice de Jaccard exclui a coincidéncia
do tipo “0-0” como fator de similaridade, sendo apenas considerada a coincidéncia
do tipo “1-1” na consideracédo da similaridade entre dois acessos (Cruz e Carneiro,
2003). Diante disso, a similaridade entre pares de acessos por meio do coeficiente

de Jaccard € dada por:
o — a
I a+b+c

Em que:

Cj — similaridade entre os gendtipos j e j’

a — valor que guantifica o numero de coincidéncia do tipo 1-1 para cada par
de gendtipos;
b — valor que quantifica 0 nimero de discordancia do tipo 1-0 para cada par
de gendtipos;
¢ — valor que quantifica o numero de discordancia do tipo 0-1 para cada par

de genatipos.

Devido o coeficiente de Jaccard ser uma medida de similaridade, é
necessario para a analise de agrupamento, realizar o uso de medidas de

dissimilaridade expresso pelo complemento aritmético, o qual € dado por:
i =1-Cy
Em que:

l;;— dissimilaridade entre os genotipos j e j’

Cj— similaridade entre os genétiposj e j
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3.6.2. Métodos de agrupamento

A matriz de dissimilaridade resultante do indice de Jaccard foram submetidas
a agrupamentos, aplicando-se os métodos de otimizacdo de Tocher e método
hierarquico UPGMA utilizando o recurso computacional GENES (Cruz, 2013). No
método de otimizacdo de Tocher segue como critério de inclusdo de que a média
das medidas de dissimilaridade, dentro de cada grupo, deve ser menor que as
distancias médias entre quaisquer grupos (Cruz, 2005). O valor maximo da distancia
dentro do grupo (0) pode ser estabelecido arbitrariamente. A inclusdo de um grupo é
aceita quando:

Neste caso, a incluséo do individuo k no grupo é feita quando: djx

ik <@
n
Em que:

n — ndmero de individuos que constitui o grupo original

O método UPGMA descreve que a distribuicdo dos individuos no
dendrograma nao segue um critério de formacao de grupos, pois o principal aspecto
desse método consiste nas ramificacbes que sdo obtidas. O agrupamento se da em
pares, utilizando-se médias aritméticas da dissimilaridade. O dendrograma prioriza
0s genaotipos com maior similaridade, e as distancias entre um individuo e um grupo

formado pelos individuos i e j séo calculadas por:

o _ dik +djk

d(ij)k = média {dik + djk} = T

Em que: dx - distancia entre o grupo ij e 0 acesso k;
di - distancia entre os acessos i e k;

dj« - distancia entre os acessos j e k.

Os resultados da validacdo dos agrupamentos foram determinados pelo
coeficiente de correlagéo cofenético (CCC) (Sokal e Rohlf, 1962) e a significancia da
correlacdo cofenética vao ser calculadas pelo Teste de Mantel (1967) (1.000
permutacoes).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Diversidade genética

Na Tabela 3 encontramos o0s resultados para numero de alelos,
heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He) e coeficiente de endogamia (F),
com a qual é possivel obter informacdes sobre a diversidade genética para os 121
Carthamus tinctorius L. e os 21 primes de SSR utilizados neste estudo apresentaram
100 % de polimorfismo.

O numero de alelos detectados entre os gendétipos considerando os 21 loci
foi de 158, variando de seis (CT6, CT12, CT13 e CT19) a 11 (CT26), com média de
8 alelos por locus (Tabela 3). Kiran et al. (2017) avaliando a divergéncia genética
entre 148 gendtipos de cartamo utilizando 48 marcadores moleculares SSR
encontraram o numero de alelos superiores ao deste trabalho variando de dois a 15,
com meédia inferior de quatro por locus. Ja Mokhtari et al. (2018) estudando a
divergéncia genética de 103 gendtipo de cartamo por meio de 32 marcadores
moleculares SSR obtiveram o nimero de alelos inferiores, diversificando de dois a
quatro, possuindo média de trés por locus.

O numero alelos é um importante parametro para identificar a diversidade
genética entre populacbes que irdo a posteriori participar de programas de
melhoramento, sendo que, quanto maior o numero de alelos presentes em uma
populacdo, maior é sua diversidade e, assim maior serd a chance de identificar
combinacdes genotipicas favoraveis, logo, esse parametro € bastante influenciada
pela quantidade de genétipos avaliados, tendendo a aumentar quanto maior for o
tamanho amostral (Petit et al., 1998; Maciel, 2014). Entdo isso explica os resultados
encontrados no presente estudo, pois se comparando com os trabalhos citados, o
namero de alelos encontrados foi inferior ao de Kiran et al. (2017) e superior ao de
Mokhtari et al. (2018) devido a quantidade de gendtipos avaliados serem diferentes

em cada estudo.
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Tabela 3. Estimativa de diversidade genética dos 121 genétipos de Carthamus

tinctorius L. obtidos a partir de 21 marcadores SSR*

SSR locus N° de Alelos He Ho F
CcT3” 8 0,747 0,000 1,000
CT6" 6 0,661 0,000 1,000
cT4” 7 0,746 0,000 1,000
CT006** 7 0,718 0,000 1,000
CcT10™ 9 0,748 0,053 0,940

cT17” 8 0,714 0,012 0,987
cT11”™ 7 0,713 0,000 1,000
cT12™ 6 0,551 0,000 1,000
CcT13™ 6 0,661 0,000 1,000
CcT14” 7 0,729 0,000 1,000
CT19™ 6 0,653 0,000 1,000
CT26" 11 0,804 0,502 0,383
cT31” 7 0,727 0,000 1,000
CT309" 7 0,709 0,000 1,000
CT316" 8 0,718 0,159 0,818
CT440™ 8 0,733 0,000 1,000
CT518™ 7 0,739 0,000 1,000
CT558" 8 0,757 0,000 1,000
CT559" 8 0,754 0,000 1,000
CT657" 9 0,755 0,000 1,000
CT820™ 8 0,746 0,015 0,983

He = heterozigosidade esperada; Ho = heterozigosidade observada; F = coeficiente
de endogamia. Nivel de significAncia Equilibrio de Hardy-Weinberg: *P<0.05;
**P<0.01; ***P<0.001.

A heterozigosidade esperada (He) no estudo apresentou valores elevados,
variando de 0,551 a 0,804, com média de 0,718. Esse valor médio é superior ao
encontrado por Lee et al. (2014) e de Bahmankar et al. (2017) que foi de 0,386 e
0,537 respectivamente, mostrando pouca diversidade genética nos estudos
comparados.

Ja a heterozigosidade observada (Ho) foi baixa, variando de 0,000 a 0,502,
com média 0,035. Ambreen et al. (2018) ao avaliarem 124 gendtipos de cartamo via

93 primers SSR também observaram baixa Ho de 0,112. O baixo polimorfismo
30



encontrado pode ser causado pela predominancia da reprodugéo sexual ser de
autopolinizacédo, indicando alto indice de homozigose.

Os resultados dos indices de coeficiente de endogamia (F) foram positivos
em todos os locus e em todas as populagdes, possuindo uma média geral de 0,958,
0 que € esperado para plantas de reproducdo do tipo autégamas. Godoi (2014)
obteve resultado semelhante avaliando a divergéncia genética em uma espécie
autégama via marcador SSR obtendo o valor de F médio de 0,930, sendo que
estudos que observam a média de F bem proxima a um, indica um alto grau de
endogamia.

Os valores de F altos e positivos sdo em decorréncia dos niveis de He em
relacdo a Ho, tanto para cada loco tanto em cada populacéo, indicando um provavel
processo de endogamia. A andlise de F possibilita a mensuracdo da deficiéncia ou
excesso de genotipos heterozigotos presentes nas populagdes. Essa andlise estima
a probabilidade de que dois alelos sejam idénticos por descendéncia, podendo haver
a variacdo do coeficiente de -1 a 1, onde valores negativos expressam que existem
mais individuos heterozigotos do que o esperado, valores positivos indicam maiores
nameros de homozigotos e o valor nulo indica que a reproducéo € aleatéria.

Os valores obtidos pela AMOVA (Andlise de Variancia Molecular) mostra
que variacdo genética revelou que 91 % variabilidade genética total esta contida
dentro das populagbes, 5 % da variabilidade esta concentrada entre populacoes e 4
% entre os individuos, ja a variabilidade entre regides obteve resultado nulo (Tabela

4).

Tabela 4. Quadro de analise de variancia molecular (AMOVA) de gendétipos de
Carthamus tinctorius L. oriundos de dez populagbes pertencentes a seis regides

geograficas distintas

Fonte de Grau de Soma de Componentes de Variacéo
Variacao Liberdade Quadrados Variacéo (%)
Entre Regides 5 135,28 27,05 0%
Entre Populacdes 4 110,78 27,69 5%
Dentro Populacdes 100 1960,21 19,60 91 %
Entre Individuos. 110 46,00 0,41 4%
Total 219 2252,29 - 100 %

31



Em geral, os valores de medida de diferenciacdo genética (FST) entre as
populacdes foram encontrados baixos em média de 0,010, sugerindo baixa estrutura
populacional, pois segundo (Weir, 1996) quando o FST € baixo, a frequéncia dos
alelos dentro de cada populacdo € semelhante, j& quando este valor é elevado, as
frequéncias alélicas nas populac¢des sao distintas.

Resultados semelhantes foram encontrados por Kiran et al. (2017) ao
avaliarem 148 gendtipos de cartamo, em que a AMOVA mostrou que a maior parte
da variacdo genética 85 % foi explicado pelos individuos dentro das populagfes e 15
% foi explicado entre as populacdes, que também evidenciava reduzida estrutura

populacional.

4.2. Andalise Multivariada

O agrupamento realizado pelo método de Tocher modificado, baseado na
similaridade de Jaccard, estimada a partir de 21 marcadores SSR, permitiu a
individualizacdo dos gendtipos em 19 grupos (Tabela 5). O grupo | foi o mais
numeroso, alocando 14 gendtipos do total avaliado (12,74 %), oriundos das
populacbes e regibes, respectivamente: india e Paquistdo (Asia Meridional), Ira e
Turquia (Oriente Médio), China (Asia Oriental) e Cazaquistéo (Asia Central).

O Grupo 1l e Il foi composto por 11 gendtipos, correspondendo a 10 % do
total avaliado, provenientes das seguintes populacdes e regides: Paquistdo e India
(Asia Meridional), Ird (Oriente Médio), Etiopia (Africa Oriental) Bangladesh e China
(Asia Oriental) e EUA (América do Norte), respectivamente.

Os grupos VI, VII, XIll, XIV e XVI corresponderam um total de 33 (29,99 %)
gendtipos. Esses grupos sdo correspondentes as seguintes populacdes e regides,
india (Asia Meridional), EUA e Canada (América do Norte), China (Asia Oriental),
Turquia e Ird (Oriente Médio) e Etiopia (Africa Oriental).

Os grupos IV, V, VIl e IX foram formados contendo seis genétipos cada
(5,45 %), oriundos das populacdes e regies da, China (Asia Oriental), EUA
(América do Norte), india (Asia Meridional), Turquia e Ird (Oriente Médio) e

Bangladesh (Asia Oriental). Também foi observado neste estudo a formacdo de
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quatro grupos (X, XlI, XV e XllIl) com trés gendtipos cada (2,73 %), pertencentes as

populacées e, respectivas regides: Cazaquistio (Asia Central), China (Asia Oriental),

EUA (América do Norte), india e Paquistdo (Asia Meridional), Turquia (Oriente

Médio) e Etiopia (Africa Oriental).

Tabela 5 - Representacdo do agrupamento gerado pelo método de otimizacdo de

Tocher Modificado com base na dissimilaridade entre os 110 gendétipos

de cartamo
Grupos Genotipos % de gendtipos

I 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 42, 43, 45, 58, 61 e 82 12,74
1l 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 40, 41, 52 e 54 10,00
i 6, 59, 60, 77, 78, 79, 88, 89, 90, 93 e 96 10,00
v 91, 92, 94, 95, 108 e 109 5,45
\% 10, 33, 34, 35, 36 e 37 5,45
Vi 8,70,71,72,73,74,76 e 85 7,27
Vil 2,3,4,87,105, 106 e 107 6,36
VIII 29, 30, 44, 46, 62 e 110 5,45
IX 48, 49, 50, 51, 53 e 55 5,45
X 32,75e 86 2,73
Xl 9e81 1,82
Xl 7,68 e 69 2,73
Xl 57, 66, 67, 83, 84, 98, 99, 100 e 101 8,18
XV 63, 64, 65, 97 e 104 4,54
XV 5,28 e 47 2,73
XVI 38, 39, 102 e 103 3,64
XVII 18 e 19 1,82
XVIII 1,31e80 2,73
XIX 56 0,91

Na maioria dos grupos formados pelo método de agrupamento de Tocher

modificado verificou-se a presenca de

individuos coletados em diferentes

populacées e regides do mundo, indicando pouca variabilidade entre os genotipos
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avaliados. Reis et al. (2015) e Araujo et al. (2019) também verificaram essa baixa
relagdo entre a diversidade genética e os locais de coleta ao avaliar caracteristicas
de interesse, pois, a procedéncia geografica nem sempre pode ser utilizada como
indicador de diversidade genética, sendo que em muitos casos, ndo resulta em
maior distancia genética, corroborando com os resultados obtidos nesse trabalho.

Na analise do Tocher modificado verificou-se que a formacéo dos grupos Xl
e XVII ocorreu com apenas dois genotipos cada (1,82 %), provenientes das
populacbes da india e Paquistdo (Asia Meridional), China (Asia Oriental) e Ira
(Oriente Médio). O Grupo XIX foi o composto por apenas um genétipo (0,91 %)
sugerindo que este seja o mais divergente de todos os gendétipos avaliados, sendo
oriundo da populacdo do Ird (Oriente Médio). Esse resultado indica que o gendtipo
56 € o mais divergente em relacdo aos demais gendtipos e deve ser indicado para
possiveis programas de melhoramento de plantas. Resultados semelhantes foram
encontrados por Oliveira (2017), Cordeiro et al. (2020), Santos et al. (2020), onde
ocorreu a formacado de grupos pelo método de Tocher modificado com apenas um
genotipo.

O dendrograma obtido pelo método hierarquico de UPGMA com um corte
significativo a 90 % possibilitou a divisdo dos genoétipos em 15 grupos (Figura 2). Os
grupos mais numerosos foram o Grupo | que alocou 23 gendtipos, seguido do grupo
IV com 11 gendtipos e o grupo IX com dez gendtipos. Todos os gendtipos
agrupados nos trés grupos sdo pertencentes as populacdes e regifes da india e
Paquistdo (Asia Meridional), IrA e Turquia (Oriente Médio), Cazaquistdo (Asia
Central), China (Asia Oriental), EUA (América do Norte) e Etiopia (Africa Oriental).

Verificou-se a formacdo de nove grupos com amplitude de quatro a nove
genadtipos cada, sendo eles o grupo VI, com nove gendtipos, grupo V com oito
gendtipos, os grupos VI, X, e XIV com sete gendtipos cada um, grupo Ill com seis
genatipos, grupo Xl com cinco genotipos e os grupos 1l e XIIl com quatro genotipos.
Os referidos grupos séo provenientes das seguintes populagdes e regides, Turquia
(Oriente Médio), india e Paquistdo (Asia Meridional), EUA e Canada (América do
Norte), China (Asia Central), Ird (Oriente Médio), Bangladesh (Asia Oriental), Eti6pia
(Africa Oriental), respectivamente.
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Figura 2 - Dendrograma representativo do agrupamento de 110 genétipos de

cartamo, pelo Método UPGMA, com base na dissimilaridade estimada
a partir de caracteristicas moleculares.
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Os grupos VIl e Xll foram compostos por dois gendtipos cada um, e 0 grupo
XV alocou-se apenas um gendtipo, sendo, o mesmo, considerado o genoétipo mais
divergente em relacdo aos demais grupos. Grupos que séo formados por apenas um
material, apresentam um forte indicativo de que seja mais divergente quando
comparado aos demais, facilitando a prospec¢ao dos trabalhos em programas de
melhoramento (Rotili et al.,, 2012). Observa-se que nao houve uma estruturacao
geografica em relacdo a similaridade entre os genétipos da mesma populacdo ou
regido, ja que alguns genaotipos da mesma populacéo ou regidao foram alocados em
grupos diferentes.

A consisténcia do dendrograma obtido foi avaliada por meio do coeficiente
de correlacdo cofenética (CCC), que mede a correlagdo entre as distancias
recuperadas do dendrograma com a matriz de distancias originais proposto por
Sokal e Rohlf (1962). Com base no CCC, aplicado ao método de agrupamento pelo
teste t, observou-se valor significativo (P<0,01) para o método de agrupamento
médio entre grupos (UPGMA), com (r 20,62) revelando variabilidade na consisténcia
do padrao de agrupamento entre 0os genaotipos.

Lira (2019) encontrou resultados proximos ao deste trabalho avaliando
gendtipos de cartamo em Caceres-MT, obtendo um CCC de 0,70. Correa et al.
(2020) avaliando a dissimilaridade fenotipica em genétipos de girassol no municipio
de Céaceres-MT, sendo a espécie da mesma familia do cartamo, obtiveram CCC de
0,65, significativo a 1% de probabilidade pelo teste “t”. Ja Santos (2020), avaliando
gendtipos de cartamo encontrou um CCC superior ao deste trabalho, com resultado
de 0,76.

Ambos os métodos de agrupamentos (Tocher modificado e UPGMA)
demostraram semelhanca no agrupamento dos gendtipos, os grupos X e XVII
formados a partir do agrupamento de Tocher modificado sdo semelhantes aos
Grupos Xll e VIl pelo método de UPGMA. Os gendtipos alocados nos grupos I, XIX e
parte do grupo Il de Tocher modificado foram todos alocados dentro do Grupo | de
UPGMA, e os demais grupos formados nao apresentaram semelhanca nos
agrupamentos dos genotipos de cartamo. O agrupamento pelo método de Tocher
proporcionou a formacdo de um numero maior de grupos em relacdo ao método

hierarquico UPGMA Oliveira et al. (2019) encontrou resultados semelhantes com
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aplicacéo destas metodologias, onde os métodos UPGMA e Tocher foram eficientes
na categorizacdo dos gendtipos, mesmo tendo diferenca na quantidade de grupos

formados.

4.3. Estrutura populacional

Ao utilizarmos o método Bayesiano, proposto por Evanno et al. (2005)
(Figura 3), empregando o software Structure, conseguimos identificar a estrutura
deste conjunto de gendtipos avaliados. Os dados oriundos de Delta K demonstraram
a presenca de apenas um pico (K= 2), sendo considerado o maior pico e a maior
adequacao dos dados nos dois grupos sugeridos, sendo presumido que este seja 0
real valor de K.

O agrupamento dos gendétipos de cartamo através da analise de estrutura
populacional (Figura 4) possibilitou a formacao de dois grupos, corroborando com os
resultados obtidos pelo grafico de variacdo de Delta K (Figura 3). O Grupo | foi
composto por 58 genotipos provenientes das populacdes e regides respectivamente,
Etiopia (Africa Oriental), Turquia e Ird (Oriente Médio), india e Paquistdo (Asia
Meridional), Cazaquistdo (Asia Central), China (Asia Oriental) e EUA (América do
Norte). Ja o Grupo Il foi composto por 63 gendtipos, oriundos das seguintes
populacbes e regibes, Turquia e Ird (Oriente Médio), Bangladesh (Asia Oriental)
india (Asia Meridional) China (Asia Oriental) e EUA e Canada (América do Norte).
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Figura 3 - Gréfico de variacdo do Delta K da estimativa da estruturagdo genética dos

gendtipos de Carthamus tinctorius L.
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Figura 4 — Estrutura populacional de dez populagfes e seis regides de Carthamus

tinctorius L. compostas por 121 gendtipos, com base em 21 marcadores

moleculares SSR. K=2. Cada barra vertical representa um acesso e a
porcentagem de adesédo a cada grupo.
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Resultado semelhante foi encontrado por Mokhtari et al. (2018) avaliando a
diversidade genética e estrutura genética da populacdo de Carthamus tinctorius L.
usando marcadores SSR, onde os autores observaram a divisdo dos genotipos em
dois grupos.

A presenca de introgressores esta relacionada com gendtipos que contém
cores diferentes na mesma barra de bar plot (Figura 4), a propor¢do média de
fragmentos introgredidos foi de aproximadamente 13%, apresentando a ocorréncia
de genotipos agrupados em mais de um grupo. Houve introgressao nos dois grupos
avaliados, porém em maior intensidade no genoétipo 78 do grupo I. A ocorréncia de
introgressdo nos genotipos de céartamo foi baixa, considerando que apenas 11
genatipos do total avaliado, apresentam a presenca de introgressdes, provenientes
de individuos da outra populacéo.

Uma baixa taxa de introgressao de genes também foi observado por Asfaw
et al. (2009), quando fizeram estudos genéticos de feijdes landraces oriundos da
Etidépia e do Quénia. Franzon (2018) estudando a estruturacdo de populacional de
linhagens de feijdo comum em ensaios de VCU da regido Sul do Brasil, encontrou a
presenca de trés grupos distintos na estrutura populacional, com presenca de
introgressores de aproximadamente 50% entre os trés grupos avaliados. Uma
proporcao maior de introgressores foi encontrada por Fisseha et al. (2016) quando
estudaram acessos de feijdo da Etiopia, em que 58% dos acessos foram

introgressores.
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5. CONCLUSOES

Os gendtipos de Carthamus tinctorius L. apresentaram variabilidade genética,
sendo possivel explorar esta variabilidade em programas de melhoramento.

Os marcadores SSR utilizados possibilitaram encontrar um namero de alelos
de 158, uma heterozigosidade esperada média de 0,718, heterozigosidade
observada média de 0,035 e o um indice de coeficiente de endogamia de 0,958.

Os meétodos de agrupamento promoveram agrupamentos parcialmente
semelhantes, com formacgéo de XIX Grupos para o Tocher modificado e XV Grupos
para o dendrograma de UPMGA

A analise de estruturacdo populacional demostrou haver presenca de duas
populacdes entre os genotipos avaliados, com poucas introgressées génicas.

A diversidade genética dos genotipos avaliados demostrou que a distribuicdo
geografica, neste estudo, ndo estad relacionada com a distancia genética dos

genotipos.
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