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RESUMO

BOLDT, Alberto $uza, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, abril de 2014. Colecbes
nucleares e associacdo do teor de 6leo de cartamo com variaveis ecogeograficas por
inteligéncia computacional.Orientador: Sérgio Yoshimitsu Motoike. Coorientadores: Tuneo
Sediyama e Cosme Damiao Cruz.

Cartamo (Carthamus tinctorius L.) é uma espécie oleaginosa com um grande potencial
genético confinado nos bancos de germoplasma. Fonte de caracteristicas relevantes, os banco:
de germoplasma de céartamo tem apresentado uso limitado devido ao grande numero de
acessos disponiveis nas colecdes. O presente trabalho objetivou explorar a diversidade
genética de cartamo por meio do estabelecimento de cole¢des nucleares mais expressivas
utilizando as estratégias de maximizacdo e estratificacdo de gendtipos em grupos genéticos
conhecidos. O trabalho também objetivou investigar a existéncia de associagao preditiva entre
teor de O6leo e variaveis ecogeograficas da origem de acessos de cartamo, utilizando a
estratégia de identificacdo focada de germoplasma para explorar a associacdo e aumentar as
chances de encontrar genétipos de cartamo com alto teor 6leo. No estabelecimento das
colecdes nucleares foram utilizados caracteres fenotipicos, qualitativos e quantitativos, de
1640 acessos de cartamo provenientes de 48 paises. Os acessos foram estratificados nos
grupos genéticos de acordo com pais de origem e amostrados segundo a estratégia de
maximizagdo. As coleg¢des nucleares estabelecidas foram comparadas com a colecdo base
utilizando estatisticas de validacdo adequadas. As magnitudes das estimativas das estatisticas
de validacdo indicaram que a variabilidade genética dos acessos da colecdo base foi
preservada nas cole¢cbes nucleares estabelecidas. As cole¢des nucleares estratificadas po
grupos genéticos apresentaram aproximadamente 60 gendtipos, com diferenca média de
apenas 7% em relacdo a colecdo base e com taxa de coincidéncia de superidd ai€4%
conjunto da estratégia de maximizacao e da estratificacdo dos gendtipos em grupos genéticos
maximizou a captacdo da variabilidade genética e introduziu maior eficiéncia no
estabelecimento das cole¢des nucleares ao selecionar uma quantidade reduzida de acessos. A
colecdes nucleares estabelecidas incluiram aproximadamente 3.75% dos acessos conservado:
na colecdo base. Para estabelecer cole¢cdes nucleares expressivas € necessario que 0S acess
sejam selecionados da colecdo base de maneira apropriada. A estratégia de identificacdo
focada de germoplasma é um método eficiente de otimizar a sele¢cdo de acessos presentes no
bancos de germoplasma. A FIGS faz uso da associagdo preditiva entre caracteristicas e

variaveis ambientais na busca de gendtipos com maior probabilidade de conter a caracteristica
Y



de interesse. Florestas aleatdrias, maquinas de vetor de suporte e redes neurais artificias foram
utilizadas para modelar a associacdo entre teor de 6leo de 100 genoétipos cartamo e 56
variaveis ecogeograficas. As acuracias dos modelos utilizados mostraram que a distribuicdo

de gendtipos de cartamo com alto teor de Oleo ndo é aleatéria mas ligada a fatores ambientais,
mesmo com certo grau de sobreposicdo entre os teores de éleo em alguns ambientes. Os
resultados finais sugerem que explorar a associacdo preditiva entre o teor de 0Oleo e as

caracteristicas ecogeograficas do local de origem do germoplasma aumenta as chances de

encontrar genotipos com alto teor odleo.



ABSTRACT

BOLDT, Alberto Souza, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, April Z2D4re collections

and association between safflower oil and ecogeographic data by computational
intelligence. Adviser: Sérgio Yoshimitsu Motoike. Co-advisers: Tuneo Sediyama and Cosme
Damiao Cruz.

Safflower (Carthamus tinctorius L.) is an oilseed species with a large genetic potential
available in genebanks. Source of relevant characters, safflower germplasm banks have shown
limited use due to the large number of accessions available in collections. The present study
aimed to explore the genetic diversity of safflower through the establishment of more
expressive core collections using maximization strategy and the stratification of genotypes in
genetic groups. The study also aimed to investigate the existence of predictive association
between oil content and ecogeographic parameters of the original site of safflower accessions,
using the focused identification of germplasm strategy to explore the association and increase
the chances of finding safflower genotypes with high oil content. Core collections were
established using phenotypic qualitative and quantitative traits data of 1640 safflower
accessions from 48 countries. The accessions were stratified into genetic groups according to
country’s origin and sampled according to the maximization strategy (M strategy) . The
established core collections were compared with the base collection using the following
validation statistics: chi-square test, mean difference, difference of variances, coincidence
rate, variable rate and Shannon index. Magnitude estimates of validation statistics indicated
that base collection’s genetic variability was preserved in the core collections based on
safflower centers of similarity. Core collections stratified by genetic groups consisted in about
60 genotypes, with a mean difference of 7% over the base collection and coincidence rate
above 94%. The combined use of the maximization strategy and stratification of genotypes in
genetic groups maximized the capture of genetic variation and introduced more efficiency,
establishing core collections with a fewer number of accessions. The core collections included
approximately 3,75% accessions conserved in safflower base collection. To establish
expressive core collections is necessary selecting accessions properly from basencollecti
The Focused Identification Germplasm Strategy (FIGS) is an efficient method to optimize the
selection of useful accessions kept in collections. The FIGS makes use of predictive
association between characteristics and environmental variables in the search for genotypes
with high probability of containing the trait of interest. The present study aimed to investigate
the existence of predictive association between oil content and ecogeographic parameters of

Vi



the original site of safflower genotypes using the FIGS based on machine learning

approaches. Random forests, support vector machines and artificial neural networks were
used to model the association between oil content of 100 safflower genotypes and 56
ecogeographic parameters. The models accuracies indicated that the distribution of safflower
genotypes with high oil content is not random but associated to environmental factors, even
with some degree of overlap between the oil content in some environments. The final results
suggest that exploring the predictive association between oil content and ecogeographic
parameters of original collection site of safflower germplasm increases the chances of finding

genotypes with high oil content.
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1. INTRODUCAO GERAL

A busca por novas fontes de energia, renovaveis e ecologicamente corretas tem
estimulado a utilizacdo dos Oleos vegetais como alternativa para producdo de energia,
principalmente na forma de biocombustiveis.

Nos ultimos anos, estudos de fontes alternativas aos derivados de petréleo tem sido
realizados em diversos centros de pesquisa. Considerando o carater finit@ldo, petvio
e gas natural, tais estudos buscam intensificar o uso de fontes renovaveis de energia e otimizar
a utilizagdo das fontes ndo renovaveis. H4 um conjunto de fatores que motivam a adogdo de
tais medidas, destacando-se os beneficios ambientais, econdmicos e sociais gerados pela
utilizacdo mais racional dos recursos naturais. Os precos elevados do petrdleo no mercado
mundial e a pressao internacional para a reducao da emissdo de gases de efeito estufa tambén
aceleraram a expansao dos cultivos de oleaginosas destinadas a producdo de biocombustiveis.

O Brasil ¢ um dos paises com maior potencial para a producdo de combustiveis a
partir de vegetais. A exploracdo de menos de um ter¢co de sua area agriculturavel constitui a
maior fronteira para expanségricola do mundo, com cerca de 150 milhdes de hectares. O
pais ainda ¢ capaz de incorporar novas areas a agricultura para geracdo de energia sem
competir com a agricultura para alimentacéo, e com impactos ambientais limitados. A extensa
area geografica, clima tropical e subtropical do Brasil também favorecem uma ampla
diversidade de matérias-primas para a producédo de biodiesel (TRZECIAK et al., 2008).

Entre as espécies oleaginosas ja estabelecidas e potenciais para a producdo de
biocombustivel no Brasil, destaca-se o cartamo (Carthamus tinctorius L.). O cartamo é uma
planta oleaginosa, anual, altamente adaptada as condi¢cfes semiaridas, com elevada resisténcic
a falta d'agua, a baixa umidade relativa do ar, a elevadas temperaturas e aos ventos fortes e
quentes. Exibe grande capacidade de adaptacdo nas regifes semiaridas de baixa altitude,
mostrando-se pouco sensivel as variacbes de fotoperiodo e desenvolvendo-se bem nos
diferentes tipos de solos (SINGH e NIMBKAR, 2007).

O cartamo é cultivado em mais de 60 paises ho mundo, em uma area de menos de 1
milhdo de hectares. Em 2010, a producdo mundial de cartamo foi de 634.604 toneladas, em
uma area de 772.705 hectares (FAOSTAT, 2012). Os principais paises produtores so india,
Cazaquistao, Estados Unidos, México, Argentina e China, responsaveis por aproximadamente

90% da producdo mundial.



A produtividade potencial de grdos do cartamo é similar a produtividade da soja,
aproximadamente 3000 kg-haNo entanto, o teor médio de 6leo extraido das sementes de
variedades de cartamo € superior, variando de 35 a 46%. O Oleo do cartamo possui altos
teores de acidos linoleico e/ou oleico. Uma das caracteristicas quimicas mais importantes
deste 6leo é a poliinsaturagdo, o que lhe confere um alto valor dietético pela redugéo do nivel
de colesterol e das doencas circulatérias e cardiacas (DAJUE e MUNDEL, 1996).

A alta qualidade do Oleo extraido das sementes de cartamo faz com que seu uso seja
muito diversificado, permitindo também sua utilizacdo na industria alimenticia e
farmacéutica. No entanto, o sucesso da capacidade produtiva dessa oleaginosa depende, en
grande parte, da disponibilidade de tecnologias que contribuam para eficiéncia produtiva.
Nesse contexto, as variedades melhoradas de cartamo s&do imprescindiveis para alto
desempenho produtivo de dleo.

Os programas de melhoramento contribuem para o desenvolvimento de variedades
mais produtivas, com maior teor de 0Oleo, tolerantes a fatores bidticos e abitticos e adaptadas
as condicoes das regides de cultivo. No entanto, sdo capazes de atingir sucesso somente com :
existéncia de potencial produtivo e suficiente diversidade genética.

Dessa forma, torna-se indispensavel investigar o potencial e a diversidade genética de
cartamo para subsidiar e otimizar o desenvolvimento de materiais genéticos pelos programas
de melhoramento. A diversidade genética do cartamo, expressa na forma de acessos
conservados em bancos de germoplasma, pode ser avaliada por meio da caracterizacdo do
germoplasma, utilizando caracteristicas morfolégicas, agronémicas, moleculares e
ecogeograficas de origem.

Estudos demonstraram que ha grande variabilidade entre os genotipos de cartamo,
apenas ao se considerar caracteristicas morfoldgicas e agronémicas, principalmente entre os
acessos depositados no banco de germoplasma do Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos (USDA) (BRADLEY e JOHNSON, 2001; JOHNSON et al., 1999; JOHNSON et al.,
2001).

Os acessos de cartamo caracterizados, conservados e distribuidos nos bancos de
germoplasma devem ser, portanto, utilizados com o propésito de fornecer alelos para
caracteres de interesse do melhoramento genético. Porém, frequentemente a grande
guantidade de acessos disponiveis impossibilita 0 uso imediato e eficiente do germoplasma
pelos melhoristas. Nessa condi¢éo o estabelecimento de colec¢des nucleares € indicado como &

forma mais apropriada de utilizar o germoplasma disponivel (VAN HINTUM et al., 2000).
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O estabelecimento de cole¢Ges nucleares consiste na sele¢cdo de uma quantidade
limitada de acessos representativos da colecdo base, com o objetivo de representar grande
fracdo da diversidade genética da colecdo base (BROWN, 1995). A menor quantidade de
acessos na colecdo nuclear proporciona manuseio e utilizacdo mais eficiente dos acessos, de
modo que possibilita a concentracdo de esforgos na caracterizagcdo mais completa dos acessos
presentes na cole¢do. Os procedimentos basicos utilizados no estabelecimento de colec¢des
nucleares envolvem a utilizacdo das caracteristicas morfologicas, agronémicas, moleculares e
ecogeograficas para selecado de acessos. A primeira colecdo nuclear de cartamo, desenvolvida
por Johnson et al. (1993), foi estabelecida a partir de caracteres morfolégicos e agronémicos,
como habito de crescimento, cor de flor e teor de 6leo de 2000 acessos provenientes de 50
paises.

No entanto, colecbes sdo capazes de representar melhor a estrutura da variabilidade
genética existente na colecdo base quando os componentes de adaptacdo também séc
considerados, por meio da utilizacao das caracteristicas ecogeogréaficas do local de origem dos
acessos (GALWEY, 1995). A associacdo preditiva entre determinadas caracteristicas e
variaveis ecogeograficas da origem dos acessos também tem sido explorada na selecédo de
amostras de colecdes de germoplasma de forma a aumentar aljlaizadid “captura” de
caracteristicas de interesse. Essa estratégia é denominada Estratégia de Identificacdo Focad:s
de Germoplasma (FIGS) (MACKAY e STREET, 2004).

A FIGS se baseia na premissa de que o ambiente influencia a selecdo natural e
consequenteme a distribuicdo geografica dos genotipos, para “minerar” caracteristicas
Uteis em bancos de germoplasma. Diversos estudos reconheceram o potencial dessa técnice
na rapida identificacdo de gendtipos com toleréncia a seca e calor, resisténcia a insetos pragas
e resisténcia a doencas (KHAZAEI et al., 2013; EL-BOUHSSINI et al., 2010; ENDRESEN et
al. 2011; ENDRESEN et al., 2012; BARI et al., 2012). A FIGS é fundamentada em técnicas
de modelagem para associar determinadas caracteristicas a variaveis ecogeogréaficas (ou
ambientais). Especificamente os métodos baseados em aprendizado de maquina tem sido
utilizados com frequéncia na FIGS devido a sua capacidade de modelar padres complexos e
nao lineares de interacao (ICARDA, 2013).

A necessidade de genotipos superiores, com caracteristicas desejadas, em menor
intervalo de tempo e com menor custo, exige que a exploracdo dos recursos genéticos seja

mais eficiente principalmente para cultura emergentes como o cartamo.



O presente trabalho objetiva explorar a diversidade genética de cartamo por meio do
estabelecimento de colec¢des nucleares mais robustas utilizando as estratégias de maximizagac
e estratificacdo de gendtipos em grupos genéticos conhecidos. O trabalho também investiga a
existéncia de associacdo preditiva entre teor de 6leo e variaveis ecogeograficas da origem de
acessos de cartamo, utilizando a FIGS baseada em abordagens de aprendizado de maquina
com o objetivo de explorar a associa¢do para aumentar as chances de encontrar genétipos de

cartamo com alto teor 6leo.
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CAPITULO 1. ESTABELECIMENTO DE COLECOES NUCLEARES DE
CARTAMO

RESUMO

Cartamo (Carthamus tinctorius L.) € uma espécie oleaginosa com um grande potencial
genético disponivel nos bancos de germoplasma. A solucdo para o uso mais eficiente e
racional do germoplasma consiste no estabelecimento de cole¢cdes nucleares representativas
da variabilidade genética existente. Para estabelecer cole¢cdes nucleares expressivas €
necessario que 0s acessos sejam selecionados da colecdo base de maneira apropriade
utilizando estratégias e abordagens oportunas as informacdes disponiveis. O presente estudo
teve como objetivo estabelecer colecfes nucleares de cartamo utilizando a estratégia de
maximizacdo e a estratificacdo dos genotipos em grupos genéticos. No estabelecimento das
colecdes nucleares foram utilizados caracteres fenotipicos, qualitativos e quantitativos, de
1640 acessos de cartamo provenientes de 48 paises. Os acessos foram estratificados nos
grupos genéticos de acordo com pais de origem e amostrados segundo a estratégia de
maximizacdo (estratégia M). As cole¢Bes nucleares estabelecidas foram comparadas com a
colecdo base utilizando as seguintes estatisticas de validacdo: teste de qui-quadrado, diferenca
de médias, diferenca de variancias, taxa de coincidéncia, taxa variavel e indice de Shannon.
As magnitudes das estimativas das estatisticas de validacdo indicaram que a variabilidade
genética dos acessos da colegcdo base foi preservada nas cole¢Bes nucleares estabelecidas
acordo com grupos genéticos fundamentados nos centros de similaridade do cartamo. As
colecbes nucleares estratificadas por grupos genéticos apresentaram aproximadamente 60
genotipos, com diferenca média de apenas 7% em relacdo a colecdo base e com taxa de
coincidéncia de superior a 94%. O uso conjunto da estratégia de maximizacdo e da
estratificacdo dos genotipos em grupos genéticos maximizou a captacdo da variabilidade
genética e introduziu maior eficiéncia no estabelecimento das cole¢Bes nucleares ao
selecionar uma quantidade reduzida de acessos. As cole¢des nucleares estabelecidas incluiran

aproximadamente 3,75% dos acessos conservados na colecéao base.

Palavras-chave:Cole¢éo nuclear, Cartamo, Estratégia de maximizagéo, Grupos genéticos.



ESTABLISHMENT OF SAFFLOWER CORE COLLECTIONS

ABSTRACT

Safflower (Carthamus tinctorius L.) is an oilseed species with a large genetic potential
available in genebanks. Establishing core collections representative of genetic variability is
the most efficient and rational use of safflower germplasm. To establish expressive core
collections is necessary to select properly accessions from base collection, using appropriate
strategies and approaches. The present study aimed to establish core collections of safflower
using maximization strategy and the stratification of genotypes in genetic groups. Core
collections were established using phenotypic qualitative and quantitative traits data of 1640
safflower accessions from 48 countries. The accessions were stratified into genetic groups
according to country’s origin and sampled according to the maximization strategy (M
strategy) . The established core collections were compared with the base collection using the
following validation statistics: chi-square test, mean difference, difference of variances,
coincidence rate, variable rate and Shannon index. Magnitude estimates of validation statistics
indicated that base collection’s genetic variability was preserved in the core collections based

on safflower centers of similarity. Core collections stratified by genetic groups consisted in
about 60 genotypes, with a mean difference of 7 % over the base collection and coincidence
rate above 94%. The combined use of the maximization strategy and stratification of
genotypes in genetic groups maximized the capture of genetic variation and introduced more
efficiency, establishing core collections with a fewer number of accessions. The core

collections included approximately 3,75% accessions conserved in safflower base collection .

Keywords: Core collection, Safflower, Maximization Strategy, Genetic Groups.



1. INTRODUCAO

Cartamo (Carthamus tinctorius L.) € uma espécie da familia Compositae, anual,
diploide (2n = 2x = 24) e predominantemente autdgama. Embora o cartamo seja uma espécie
com uma ampla variedade de usos, tem sido cultivado principalmente em funcdo dos varios
usos do 6leo extraido de suas sementes. A alta qualidade desse 06leo faz com que esse sej:
utilizado na industria alimenticia, na industria farmacéutica e na producao de biocombustivel
(MUNDEL e BERGMAN, 2009). Para atender a essa demanda diversificada de usos é
indispensavel que variedades desenvolvidas de cértamo sejam mais apropriadas as
necessidades de cada situacgao.

Os bancos de germoplasma tem por objetivo ser a principal fonte de variacdo genética
para impulsionar o desenvolvimento de diversas variedades de cartamo. Os acessos
conservados e distribuidos nesses bancos sao utilizados principalmente com o proposito de
fornecer novos alelos para caracteres de interesse. Hamdan et al. (2009) demonstraram a
utilizacdo de acessos de cartamo no desenvolvimento de linhagens com altos teores de acidos
graxos saturados, potencialmente Uteis para inddstria alimenticia. Linhagens com altos teores
de acidos palmitico e esteéarico, foram desenvolvidas a partir dos acessos Pl 20686 e PI
198990. Outras linhagens com maior teor de alfa-tocoferol (vitamina E) também foram
derivadas de acessos (Pl 304597 e Pl 406001) disponiveis na colecdo de germoplasma do
Departamento de Agricultura dos Estadasidds (USDA) (VELASCO ¢ FERNANDEZ-
MARYINEZ, 2004).

As colecbes de germoplasma de cartamo contém uma grande quantidade de acessos,
distribuidos em 18 diferentes cole¢cbes em 14 paises. As maiores colecdes de cartamo
encontram-se na China, india e Estados Unidos. Essas cole¢cdes contém mais de 10.000
acessos, representados por gendtipos selvagens, “landraces”, linhagens e variedades (DAJUE
e MUNDEL, 1996). No entanto, o grande niimero de acessos impossibilita 0 uso préatico e
imediato desse germoplasma (ZHANG e JOHNSON, 1999).

O estabelecimento de cole¢des nucleares apresenta-se como a forma mais adequada de
utilizar o germoplasma disponivel. O conceito de cole¢cédo nuclear foi proposto por Frankel
(1984) com o objetivo de representar a diversidade da cole¢éo total (ou colecdo base) atravées
de uma amostra representativa dessa colecdo. O estabelecimento de colegdes nucleares
consiste na selecdo de uma quantidade limitada de acessos representativos da colecédo base

com o objetivo de representar grande fracdo da diversidade genética. De fato, o
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estabelecimento de cole¢Bes nucleares também representa uma estratégia de baixo custo par:
melhorar a caracterizagéo e utilizagdo do germoplasma (FRANKEL e BROWN, 1984).

Os procedimentos basicos utilizados no estabelecimento da colecdo nuclear séo:
identificacdo e caracterizacdo dos acessos, estratificacdo dos acessos em grupos, escolha dc
namero de acessos a serem selecionados de cada grupo e selecdo dos acessos que Ser:
incluidos na colecéo nuclear (VAN HINTUM et al., 2000).

A estratificacdo dos acessos em grupos representativos é um procedimento essencial
para o estabelecimento da colecdo nuclear. A estratificacdo consiste na separac&saks ace
em grupos contrastantes, de modo a maximizar a variagao entre grupos e minimizar a variagcao
dentro dos grupos. Esse procedimento € indispensavel para amostragem de acessos distintos ¢
gue preservam as caracteristicas do grupo de origem. Diferentes tipos de caracteres podem set
utilizados na estratificacdo dos acessos, porém esses devem refletir diferencas genéticas
consistentes. Por isso, diversos estudos sugerem a estratificacdo dos acessos em grupos (ot
“pools™) genéticos baseados em diferencas geograficas pois esses refletem a adaptagdo dos
acessos as diversas condi¢cdes ambientais (ORTIZ, et al., 1998; VAN HINTUM et a., 2000;
ESCRIBANO et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2010).

No estabelecimento de cole¢Bes nucleares de cartamo existe a possibilidade de utilizar
os grupos genéticos, fundamentados nos “centros de similaridade”, para estratificacdo dos
acessos. Os centros de similaridade foram identificados e sugeridos por Knowles (1969)
segundo a uniformidade da expressédo fenotipica de determinados caracteres de acessos
coletados em regifes especificas. Sete centros foram definidos: Extremo oriente, india-
Paquistdo, Oriente médio, Egito, Sudao, Etidpia e Europa. Nesses centros ha consideravel
diversidade fenotipica em caracteres de grande importancia, como altura de planta,
produtividade, ramificacdo e peso de sementes. Apenas com a utilizacdo de marcadores
genéticos evidenciaram a existéncia de oito grupos genéticos distintos provenientes dos
centros de similaridade (JOHNSON et al.,, 2007). No entanto, Chapman et al. (2010)
analisaram a representatividade desses centros de similaridade e determinaram a existéncia de
apenas cinco grupos genéticos. A discordancia entre os estudos anteriores foi resultante do
uso de diferentes genoétipos e marcadores moleculares. Embora o verdadeiro numero de
centros de similaridade ainda ndo seja conhecido, existe 0 consenso de que esses centros
contém diversidade genética passivel de exploracdo (CHAPMAN et al., 2010).

Apés a estratificacdo em grupos distintos, é necessario que 0sS acessos sejam

amostrados de maneira eficiente. A estratégia de selecdo utilizada na amostragem deve ser
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capaz de representar em poucos acessos a variabilidade existente nos grupos. Existem varias
estratégias de selecdo, baseadas em numero de acessos, distancias genéticas, riquez
genotipica e conhecimento informal (VAN HINTUM et al., 2000). Atualmente, a estratégia

de maximizacdo (M) é uma das estratégias mais eficientes na amostragem de acessos. Esse
estratégia consiste na selecado de combinac¢fes especificas de acessos que contém 0 maximo d
diversidade da colecdo base. Por meio de um processo iterativo de selecdo, conjuntos de
acessos sao formados segundo o critério de riqueza de classes, ou seja, cobertura da amplitude
de variacdo das caracteristicas dos acessos. Dessa forma, essa estratégia procura maximizar
namero de classes de amostradas em uma combinacdo de acessos, mantendo um minimo de
redundancia (KIM et al. 2007).

Estudos realizaram a comparacdo da estratégia de maximizacdo com estratégias
baseadas em dendogramas e distancias genéticas, os resultados apresentados mostraram mais
representatividade genética nas colecdes estabelecidas pela estratégia de maximizacéo
(ESCRIBANO et al., 2008; GOPAL et al., 2013). Estudos de simulagdo também indicaram
gque a estratégia de maximizacdo apresenta melhor performance em situacdes de
autofecundacéo e fluxo génico restrito (BATAILLON et al., 1996).

Uma vez que as colecdes nucleares de cartamo desenvolvidas até o momento néo
exploraram o potencial de diferentes estratégias de amostragem e estratificacdo (DWIVEDI et
al., 2005), o presente estudo teve como objetivo 0 estabelecimento de cole¢des nucleares de
cartamo utilizando a estratégia de maximizacdo e a estratificacdo dos genotipos em grupos

genéticos propostos por Johnson et al. (2007) e Chapman et al. (2010).

2. MATERIAIS E METODOS

Os acessos utilizados no presente estudo compde a colecdo de germoplasma (colecéo
base) de cartamo do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA). Toda a
colecédo consiste de aproximadamente 2400 acessos, porém menos de 2000 acessos estéa
totalmente caracterizados. Assim, apenas 1640 acessos (genotipos) de diversas origens e
devidamente caracterizados foram utilizados para o estabelecimento das colec¢des nucleares
(Tabela 1). As caracteristicas avaliadas nos genétipos sédo resultado de estudos de
caracterizacdo de germoplasma conduzidos entre 1988 e 2010 (JOHNSON et al.,, 1999;
DAJUE et al., 1993; USDA, 2013).
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Tabela 1 Origem e numero de acessos de cartamo na colecdo de germoplasma de cartamo

Origem Numero Origem Namero Origem Numero Origem Namero Origem Namero
india 690 Espanha 17 Quénia 8 Japéo 3 Dinamarca 1
Iran 194 Austrélia 13 Marrocos 8 Estados Unidos 3 Grécia 1
China 192 Etidpia 13 Hungria 6 Argentina 2 Libano 1
Turquia 110 Bangladesh 12 Italia 6 Arménia 2 Libia 1
Paquistdo 85 Siria 11 Cazaquistédo 6 Bulgaria 2 México 1
Egito 63 Jordania 10 Polénia 5 Roménia 2 Holanda 1
Afeganistdo 29 Alemanha 9 Reino Unido 5 Tajiquistdo 2 Suica 1
Portugal 28 Uzbequistédo 9 Iraque 4 Tailandia 2 Ucrania 1
Israel 26 Russia 8 Austria 3 Argélia 1 Desconhecida 7
Sudao 24 Franca 8 Eritreia 3 Canada 1 Total 1640

Tabela 2.Caracteres qualitativos e classes avaliadas nos acessos de cartamo

Caracteres

Classes

Angulo do ramos

Ramificag&o

Cor da corola no florescimento

Forma do capitulo

Borda foliar

Forma da folha

Distribuicéo espinhos nas folhas
Localizagdo de espinhos em bréacteas
Salinidade

Forma da semente

Dorméncia de semente

Tipo de tegumento

Comprimento de espinhos nas bracteas
Quantidade de espinhos nas bracteas
Intensidade de espinhos nas folhas

0 = Auséncia, 3 = Apresso (1a 20), 6 = Intermediario (20a 60), 7 = Difuso (60a 90), 9 = Pendente ( > 90
0 = Auséncia, 1 = Basal, 2 = No terco inferior da planta, 3 = No terdimn#= Da base ao apice da planta
1= Branco, 2 = Amatrelo claro, 3 = Amarelo, 4 = Amarelo-laranja, 5rarjavermelho, 6 = Vermelho, 7 = Roxo, 8 = Outrc
1 = Cobnico, 2 = Oval, 3 = Achatado

1 = Lisa, 2 = Serrada ou dentada, 3 = Profundamente Sefradzartida

1 = Ovalada, 2 = Obovada, 3 = Lanceolada, 4 = Ovalada-ohlbrg®blonga

0 = Auséncia, 3 = Poucos, 5 = Intermediario, 7 = Muitos

1 = Na ponta, 2 = Na ponta-apical, 3 = Na ponta-basal, 4 =Na poasaneangens, 5 = Apenas nas margens
3 = Baixa suscetibilidade, 5 = Média suscetibilidade, 7 = Alta suscdgithéi

1 = Oval, 2 = Cbnica, 3 = Crescente

1 = Presente, 2 = Ausente

1 = Normal, 2 = Estriado, 3 = Reduzido, 4 = Fino, 5 = Parcial

0 = Auséncia, 3 = Curtos, 5 = Intermediarios, 7 = Longos

0 = Auséncia, 3 = Poucos, 5 = Intermediario, 7 = Muitos

0 = Auséncia, 3 = Poucos, 5 = Intermediario, 7 = Muitos
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Nos estudos os genotipos de cartamo foram avaliados em experimentos a campo no
Centro de Pesquisa Agricola Oriental da Universidade do Estado de Montana em Sidney,
Montana (4743°34°N, 104°09°W) ¢ no Jardim Botanico de Beijing - Academia Chinesa de
Ciéncias (3%3°N; 116°16’E). Os genoétipos foram plantados em fileiras tnicas de 6 metros
de comprimento com espacamento de 60 centimetros. Os caracteres avaliados consistiram de
descritores morfolégicos e caracteres agrondmicos, classificados em duas categorias,
caracteres qualitativos e quantitativos.

Os caracteres qualitativos e suas classes estédo apresentados na Tabela 2. Os caractere
quantitativos foram: tamanho de capitulo (mm), nimero de capitulos por planta, tegumento na
semente (%), teor de acido linoleico (%), teor de &cido oleico (%), teor de &cido palmitico
(%), teor de &cido esteérico (%), teor de 6leo (%), teor de proteina (%), altura de planta (cm),
dias para maturidade, peso de 100 sementes (gramas) e producao de planta (gramas). No
presente estudo foram utilizados as médias das caracteristicas quantitativas de cada acessc

para estabelecimento das colec¢des nucleares.

Estratificacdo e Amostragem

Antes do estabelecimento das colecdes os acessos foram estratificados nos grupos
genéticos propostos por Johnson et al. (2007) e Chapman et al. (2010), de acordo com 0s
paises de origem (Tabela 3). Os acessos provenientes de regides ndao observadas pelos estudc
anteriores e de origem desconhecida foram mantidos nas analises e classificados no grupo

“Outros”.

Tabela 3 NUmero de acessos de cartamo nos grupos genéticos propostos por Johnson et al. (2007) e
Chapman et al. (2010)

Johnson et al. (2007) Chapman et al. (2010)
Numero Numero de
Grupos d Grupos
€ acessos acessos
1 Oriente Médio 187 1 Oriente Préximo 49
2 Egito, Sudio e Quénia 95 o lran, Afeganistdo, Iraque 545
e Turquia
3 Etiopia e Eritreia 16 3 Egito, Etiépia e Sudao 103
4 Afeganistéo 29 4 Extremo Oriente 984
5 Europa 86 5 Europa 100
6 india e Bangladesh 702 6 Outros 67
7 Paquistéo, Iran e Iraque 283
8 China 192
9 Outros 50
Total 1640 Total 1640
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Dessa forma, foram empregadas as seguintes formas de estratificacdo dos genotipos
para o estabelecimento de colecfes nucleares: a) Sem estratificacdo (CC1); b) Estratificacao
por paises de origem dos acessos (CC2); c) Estratificacdo por grupos genéticos propostos por
Chapman et al. (2010) (CC3); d) Estratificagdo por grupos genéticos propostos por Johnson et
al. (2007) (CC4); e) Estratificacdo combinada por grupos genéticos (JOHNSON et al., 2007,
CHAPMAN est al., 2010) (CC5); f) Amostragem aleatéria de acessos (Aleatdria). A auséncia
de estratificacdo e a amostragem aleat6ria foram utilizadas para avaliar a eficiéncia das
estratificagdes por grupos genéticos.

Apés a estratificacdo dos acessos foram realizadas as construcbes das colecdes
utilizando a estratégia de maximizacao (estratégia M) proposta por Shoen e Brown (1993).
Essa estratégia busca maximizar a diversidade genotipica na colecdo nuclear pela selecdo de
acessos com alta riqueza de classes e baixa redundéancia. Originalmente desenvolvida para
marcadores moleculares, a estratégia M pode ser estendida para caracteres qualitativos e
guantitativos pela simples categorizacdo das observacdes desses caracteres em classe:
discretas. Desse modo, o nimero de classes representadas entre 0os acessos define a riqueza ¢
colecéo nuclear.

Os caracteres quantitativos foram convertidos em categoricos utilizando a regra de
Sturges (STURGES, 1926). A distribuicdo continua dos caracteres é divididantrvalos

de classes (ou categorias) pela seguinte férmula:

k= 1+log,n

onde n é o numero de acessos da colecao.

Realizada a categorizacdo dos caracteres, a construcdo de cada colecao foi iniciada
utilizando o seguinte algoritmo heuristico baseado em maximizacao iterativa: i) Inicialmente
um conjunto de acessos de tamanho n € amostrado ao acaso da colecéo base de tamanho N; ii
Posteriormente, cada acesso € retirado do conjunto (n-1) e a riqueza de classes no conjunto
remanescente é determinada. O conjunto com maior nivel de riqueza total € mantido; iii) Em
seguida, entre 0s acessos remanescentes do conjunto, o acesso que fornece o maior aument
na riqueza é retido na colecéo, resultando em uma cole¢do de tamanho n. Esses passos séa
repetidos até a formacdo de uma colecdo cuja riqueza ndo pode ser mais melhorada
(BATAILLON et al., 1996).
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Estatisticas de validagéo

As colecfes nucleares estabelecidas foram validadas pela comparacdo com a colecao
base utilizando todos os caracteres qualitativos e quantitativos. No processo de validacao das
colecdes foram utilizados par@metros estatisticos para estimar a acuracia com que as cole¢des
nucleares representaram a colecdo base. Esses parametros foram baseados na andlise de
meédias, variancias e distribuicbes das caracteristicas nas colecbes. Para verificar se a
frequéncia dos caracteres nos acessos das cole¢des nucleares permaneceu sinélacia frequ
observada na colecéo base foi utilizado o teste de qui-quadrado (SNEDECOR e COCHRAN,
1980). Os caracteres quantitativos, apds a conversdo em categoéricos, também foram
submetidos ao teste de qui-quadrado. Os valores de qui-quadrado foram calculados da

seguinte forma:

k
, O (CQt —wCQt)?
A= Z WCot,

onde CQté a quantidade relativa do acesso da categoriai (i=1, 2, ...., k) na colecao nuclear e
WCQt é a quantidade relativa dos acessos da categoria i na colecdo base. O nimeso de grau
de liberdade utilizado foi o nUmero de classes menos um.

As médias e variancias de cada um dos 13 caracteres quantitativos, ndo convertidos
em categoricos, das colecdes nucleares foram comparadas com as médias e variancias
observadas na colecdo base, utilizando os testes t e F (SNEDECOR e COCHRAN, 1980).
Além dessa comparacéo individual, também foram calculadas as diferengas entre as cole¢des
utilizando os caracteres quantitativos de forma conjunta. As seguintes estatisticas foram
estimadas: diferenca média (MD,%), diferenca de variancia (VD,%), taxa de coincidéncia

(CR,%) e taxa variavel (VR,%). Essas foram calculadas conforme as seguintes formulas:

|Me—Mc| ve-vel
MD (%) = — %7, =5 x 100 VD (%) = — %7, === x 100
CR (%) = — %7, =< x 100 VR (%) = — X7, == x 100
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onde Me: média na colecdo base; Mc: média da cole¢do nuclear; Ve: variancia da colegcéo
base; Vc: variancia da colecdo nuclear; Re: amplitude das classes na colecdo base; Rc:
amplitude das classes na colecdo nuclear; CVe: coeficiente de variacdo na colecdo base; CVc:
coeficiente de variacdo na colecdo nuclear; m: nimero de caracteres (HU et al., 2000).

Para os caracteres qualitativos o critério utilizado na avaliacdo das colegbes foi o
indice de diversidade de Shannon (SHANNON, 1948) calculado da seguinte forma:

k
H = —z p; log(p;)
i=1

onde p € a frequéncia da classe e k é o total de classes. Os valores do indice H de cada um
dos caracteres das colecdes nucleares foram comparados com o maximo valor possivel para o
carater (log(n), onde n é o numero de classes do carater na colegdo base).

Todas as analises foram realizadas nos aplicativos computacionais R (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2013) e PowerCore (KIM et al., 2007).

3. RESULTADOS

Todas as cole¢cbes nucleares estabelecidas pela estratégia de maximizagao

apresentaram menos de 10% do total de acessos da cole¢cédo base (Tabela 4).

Tabela 4.Estimativas das estatisticas de validacéo das cole¢des nucleares

Grupo Numero de acessos MD (%) VD(%) CR(%) VR(%)
CC1 62 7.33 57.63 94.96 157.41
CC2 89 7.00 49.14 95.64 140.86
CCs 61 6.52 57.36 94.97 155.53
CC4 60 6.90 57.21 94.95 155.08
CC5 91 5.54 47.90 95.27 140.62
Aleatéria 118 4.04 41.88 95.14 131.45

Diferengca média (MD,%), diferenga de variancia (VD,%), taxa de coincidéncia (CR,%) e taxal (&% 90).

A estratificacdo dos genotipos em grupos genéticos permitiu 0 estabelecimento de
colecdes nucleares (CC3 e CC4) representativas da colecdo base, com um menor numero de

acessos. As medias dos caracteres quantitativos dessas cole¢cdes foram similares ao observad
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na colecdo base, com diferenga média (MD,%) menor que 7%. As estimativas das diferencas
de variancias (VD,%) e taxas variaveis (VR,%) também indicaram a presenca de maior

diversidade nessas colecdes. As taxas de coincidéncia (CR,%) também demonst@aram um
ampla cobertura das classes presentes na colecéo base.

As coleg¢bes nucleares CC3 e CC4 tiveram uma performance média similar a cole¢éo
nuclear estabelecida sem estratificacdo (CC1). A diversidade captada pelas coleg¢des foi
equivalente, mas as diferencas médias (MD,%) e a quantidades de acessos foram menores err
CC3 e CC4. A colecado nuclear estratificada por paises de origem dos acessos (CC2)
apresentou a maior taxa de coincidéncia devido & amostragem de acessos de todos 0s paises
Porém, essa maior representatividade ndo refletiu em maior diversidade (VD e VR). Da
mesma forma, a colecdo nuclear estabelecida pelo uso conjunto dos grupos genéticos e dos
paises (CC5) foi similar a colecdo CC2, apresentando 0 maior nimero de acessos e a menor
diferenca média em relacdo a colecao base.

A maioria das médias de cada um dos 13 caracteres quantitativos das colecdes
nucleares nédo diferiu das respectivas médias da colecao base (Tabela 5). A excecédo do carater
tamanho de capitulo, as variancias apresentaram-se significativas com magnitudes superiores
a colecdo base. Em todas as colecdes nucleares, apenas os caracteres teor de &cido linoleic
(%) e teor de &cido oleico (%) tiveram médias e variancias estatisticamente diferentes da
colecdo da base. De modo geral, as médias e variancias apresentaram magnitudes coerente:
com a estratégia de maximizacao, ou seja, nas colecdes nucleares 0s caracteresaapresenta
médias similares e variancias superiores as encontradas na colecéo base.

Os caracteres qualitativos das cole¢des nucleares foram avaliados pelo indice de
diversidade de Shannon. Os indices dos caracteres nas cole¢des nucleares foram maiores que
os observados na colecdo completa (Tabela 6). No entanto, a analise dos indices ndo deve sel
realizada pela simples comparacdo com os indices da colecdo base. A magnitude dos indices
de Shannon nas cole¢cdes CC3 e CC4 indica a superioridade dessas colecbes em relacédo a:
outras. Em contraste, os menores indices na colegédo aleatoria atestam o desequilibrio na
frequéncia das classes amostradas e a possibilidade de perda de diversidade com a selecac
aleatoria de acessos.

A andlise dos desvios de distribuicdo de frequéncias de classes também é uma forma
de avaliar a qualidade das colecdes. A significancia dos testes de qui-quadrado mostraram que
as distribuicbes de frequéncias das classes nas colecdes nucleares foram diferentes das

observadas na cole¢éo base, para a maioria dos caracteres (Tabela 7). A odertEsuims
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significativos contraria as estatisticas apresentadas anteriormente e indica que as colecdes
nucleares estabelecidas ndo representaram a colecdo base em termos de distribuicdo de
classes. De fato, esses resultados eram esperados pois a estratégia de maximizacao selecion
acessos de modo a maximizar a frequéncia das classes de cada carater. Em outraagalavras,
classes menos representativas dos caracteres tiveram suas frequéncias aumentadas na
colecbes nucleares e causaram maior desvio em relacdo a colecdo base. Esses resultado:
podem ser constatados pelos maiores valores de qui-quadrado de alguns caracteres.

A inspecdo visual da distribuicdo de frequéncias de alguns caracteres permite
examinar as distribuicdes de forma mais clara do que a simples avaliacdo dos resultados dos
testes de qui-quadrado (Figura 1). A distribuicdo das frequéncias das classes de teor de 6leo e
de produtividade das cole¢Bes nucleares foram condizentes com a distribuicdo observada na
colecdo base, mas foram consideradas significativas e ndo significativas, respectivamente,
pelo teste de qui-quadrado. As causas dos desvios significativos foram a menor redundancia
de classes amostradas e o aumento da frequéncia de classes menos representativas
constatadas pela forma dos gréaficos de distribuicdo de frequéncias, com densidades menores

em torno da média e extremidades maiores.

18



Tabela 5.Numero de acessos, médias e variancias de 13 caracteres quantitativos de cartdimos na colecao bas#ezdes sedaas

Colegdo completa CC1 CC2 CC3
Caracteres Acessos Meédia Variancia Acessos Média Variancia Acessos Média Variancia Acessos Média Variancia
Tamanho de capitulo (mm) 1588 19.395 15.718 60 19.492 ns  18.487 ns 88 19.674 ns 18.086 ns 59 19.328 ns 18791 ns
Capitulos (quantidade/plante 1634 20.862 120.604 62 24131 ns 331.083 ** 88 23539 ns 254.069 * 61 23.426 ns 322315 **
Tegumento na semente (%) 1421 51.013 62.129 54 51918 ns  97.143 ki 77 51.787 ns  86.670 ** 53 51.443 ns 111.584 **
Acido linoleico (%) 1640 75.344 50.103 62 69.332 * 276.939 ** 89 71615 * 183.092 ** 61 70.191 * 241.445 **
Maturidade (dias) 1624 121.438 27.078 61 119.672 ns 90.557 ** 87 120.326 ns 72540  ** 61 119.787 ns 87.004  **
Teor de 6leo (%) 1614 28.402  17.837 61 28.033 ns  38.632 * 86 27.146 ns  28.603 ** 60 27.738 ns  35.863 **
Acido oleico (%) 1638 15.733  43.100 62 20.574 * 251.127  ** 89 18.605 * 156.312  ** 61 19.674 * 210.068 **
Acido palmitico (%) 1620 7.390 2.919 62 7987 ns 14.973 b 89 7.766 ns  10.309 @ ** 61 8.011 ns 14309 **
Altura planta (cm) 1589 67.962 267.797 62 66.869 ns 568.649  ** 88 70.792 ns 470.505 ** 61 67.918 ns 558.610 **
Teor de proteina (%) 1491 17.595 3.024 56 17.851 ns 6.200 b 83 17.408 ns 5.271 ok 55 17.715 ns 5.994 ki
Peso de 100 sementes (g) 1631 4.801 1.393 62 4643 ns 2.854 b 89 4474  * 2.161 ok 61 4652 ns 2912 ki
Acido estearico (%) 1365 1.527 0.451 56 1.771 ns 1.211 ** 82 1.763 ns 1.273 *x 55 1.793 ns 1.362 *x
Produtividade (g/planta) 1621 17.767 180.283 61 21515 ns 351.973 ** 87 21.819 ns 347570 ** 60 20.503 ns 348.979 **
Colecéo completa CC4 CC5 Aleat6ria
Caracteres - - - - - - - - - -
Acessos Meédia Variancia Acessos Média Variancia Acessos Média Variancia Acessos Média Variancia

Tamanho de capitulo (mm) 1588 19.395 15.718 59 19.800 ns  17.925 ns 91 19560 ns 20516 ns 115 19525 ns 19431 ns
Capitulos (quantidade/plante 1634 20.862 120.604 60 23.450 ns 319.133 * 91 22.747 ns 256.635 ** 118 21.890 ns 223.278 **
Tegumento na semente (%) 1421 51.013 62.129 52 51.750 ns 106.462  ** 78 51.451 ns 83.761  ** 103 51.966 ns 87.264  **
Acido linoleico (%) 1640 75.344 50.103 60 70474 * 244370  ** 91 71778 * 172.693 ** 118 72.827 * 146.926  **
Maturidade (dias) 1624 121438 27.078 60 119.850 ns  89.316 ki 90 120.648 ns  73.942 117 120.805 ns 57577 **
Teor de 6leo (%) 1614 28.402  17.837 60 27.300 ns  36.553 ki 88 27.121 ns 27.374 ** 117 27.788 ns  26.049 **
Acido oleico (%) 1638 15.733  43.100 60 19.357 * 207.868  ** 91 18.453 * 147.657 ** 118 17.890 * 128.622 **
Acido palmitico (%) 1620 7.390 2.919 60 8.040 ns  14.380 hid 91 7777 ns 10.619 ** 118 7.613 ns 7.876 ki
Altura planta (cm) 1589 67.962 267.797 60 69.217 ns 536.139 ** 91 69.451 ns 468.561 ** 115 70.280 ns 349,519 **
Teor de proteina (%) 1491 17.595 3.024 53 17.795 ns 5.903 ki 85 17.477 ns 5.001 *x 110 17.630 ns 4,945 ki
Peso de 100 sementes (g) 1631 4.801 1.393 60 4732 ns 2.987 * 91 4.463 * 2.097 i 118 4598 ns 2.038 o
Acido esteérico (%) 1365 1.527 0.451 56 1783 ns 1.339 * 80 1679 ns 1.072 i 104 1601 ns 0.859 o
Produtividade (g/planta) 1621 17.767  180.283 59 21165 ns 414380 ** 90 19.958 ns 305.728 ** 115 19.854 ns 281.023 **

ns— nao significativo ao nivel P > 0.05; * significativo a P<0.0lpeestes F e t de Student; ** significativo a P<0.01 pelos testeslé& $tudent.
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Tabela 6 indice de Shannon dos caracteres qualitativos nas cole¢des nucleares e na cole¢éo base

indice de Shannon

Caracteres Colecobase CC1 CC2 CC3 CC4 CC5 Aleatorio
Angulo do ramos 0.885 1.180 1.096 1.207 1.230 1.111 0.980
Ramificagédo 0.900 1.040 0.904 1.019 0.989 0.936 0.900
Cor da corola no florescimento 0.996 1.395 1.311 1.398 1.435 1.339 1.256
Forma do capitulo 0.295 0.471 0.471 0.418 0.444 0.483 0.414
Borda foliar 0.660 0.880 0.854 0.842 0.834 0.935 0.730
Forma da folha 0.944 1.007 1.015 1.024 1.133 1.090 0.941
Distribuicdo de espinhos nas folhas 0.676 0.867 0.906 0.901 0.855 0.898 0.792
Localizagdo de espinhos em bréacteas 0.638 0.830 0.840 0.844 0.790 0.816 0.698
Salinidade 1.993 1977 1.889 1.973 2.009 1948 1.789
Forma da semente 0.085 0.305 0.155 0.354 0.246 0.142 0.114
Dorméncia de semente 0.209 0.283 0.237 0.242 0.275 0.291 0.180
Tipo de tegumento 0.490 0.675 0.452 0.571 0.577 0.491 0.469
Comp. de espinhos nas bracteas 1.285 1.357 1.352 1.377 1.361 1.355 1.330
Quantidade de espinhos nas bracteas 1.238 1.465 1.462 1.494 1.507 1.443 1.389
Intensidade de espinhos nas folhas 1.190 1.196 1.230 1.201 1.231 1.250 1.219

Tabela 7. Valores dos testes de qui-quadrado comparando a distribuicdo dos caracteres de cada
colecdo nuclear com a colegéo base

Caracteres CC1 CcC2 CC3 CC4 CC5 Aleatéria
Angulo do ramos 83.56 ** 5531 ** 86.44 ** 87.88 ** 5490 ** 40.25 *
Ramificacédo 27.18 ** 17.26 ** 26.61 ** 26.63 * 16.92 ** 1296 **
Cor da corola no florescimento 35.77 ** 26.79 ** 37.15 ** 38.22 ** 3214 ** 2582 **
Forma do capitulo 383 ns 625 * 3.36 ns 231 ns 625 * 3.62 ns
Tamanho de capitulo 1458 ns 1450 ns 17.32 ns 1060 ns 27.39 ** 8.00 ns
Capitulos 53.61 ** 36.83 ** 52.40 ** 51.10 ** 37.43 ** 2520 **
Tegumento na semente 4320 ** 30.10 ** 4411 ** 4504 ** 3083 ** 21.03 *

Borda foliar 6.36 ns 878 * 5.28 ns 484 ns 1753 ** 465 ns
Forma da folha 1.10 ns 1.98 ns 1.57 ns 397 ns 507 ns 7.16 ns
Acido linoleico 106.99 * 69.66 ** 105.28 ** 103.81 ** 67.45 ** 5672 **
Maturidade 48.34 ** 47.24 ** 47.16 ** 47.92 ** 48.66 ** 24,98 **

Distribuicdo de espinhos nas folha: 27.66 ** 28.24 ** 31.25 ** 28.01 ** 29.89 * 1453 **
Localizagdo de espinhos em bracte  9.97 * 9.11 ns 1412 * 425 ns 723 ns 6.05 ns

Teor de dleo 7228 ** 66.19 ** 4496 ** 51.47 ** 4746 ** 37.38 **
Acido oleico 78.36 ** 5249 ** 73.37 ** 67.01 ** 4312 ** 49.26 **
Acido palmitico 61.00 ** 34.96 ** 54.64 ** 49.78 ** 3880 ** 20.17 *

Altura planta 2959 ** 33.48 ** 29.19 ** 2723 * 2656 * 1469 ns
Teor de proteina 68.91 ** 53.88 ** 64.54 ** 67.96 ** 50.75 ** 33.86 **
Salinidade 3.10 ns 543 ns 9.15 ns 822 ns 271 ns 1215 ns
Forma da semente 16.30 ** 0.80 ns 23.47 ** 7.10 * 0.71 ns 0.23 ns
Peso de 100 sementes 100.27 ** 91.04 ** 97.02 ** 100.55 ** 72.61 ** 48.34 **
Dorméncia de semente 054 ns 0.19 ns 0.02 ns 060 ns 192 ns 0.38 ns
Tipo de tegumento 31.54 ** 2537 ** 15.31 ** 1555 ** 2244 ** 16.88 **
Comp. de espinhos em bracteas 6.28 ns 1048 * 11.45 ** 3.70 ns 11.02 * 4.75 ns
Quantidade de espinhos nas bractt 66.50 ** 49.87 ** 68.40 ** 66.89 ** 48.23 ** 33.39 *
Intensidade de espinhos nas folhas  8.71 * 7.23 ns 9.27 * 687 ns 7.12 ns 479 ns
Acido esteérico 58.99 * 86.00 ** 98.99 ** 95.11 ** 46.36 * 30.80 **
Produtividade 18.28 ns 16.59 ns 1576 ns 2401 * 1249 ns 16.48 ns

ns— ndo significativo ao nivel P>0.05; * significativoPa0.05 pelo teste de qui-quadrado; ** significativd®<0.01 pelo teste de qui-
quadrado.
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Figura 1. Distribuicdo das frequéncias de teor 6leo (A) e produtividade de pBntbg acessos de
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Produtividade (gramas)

cartamo na colecdo completa (Collection) e nas seis cole¢des nucleares (Core).
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4. DISCUSSAO

Para o estabelecimento de cole¢cbes nucleares de cartamo representativas da
variabilidade genética existente no banco de germoplasma do USDA, o presente estudo
propds a utilizagdo conjunta da estratégia de maximizacao e da estratificacdo dos acessos em
grupos genéticos. Os resultados apresentados mostraram que a estratificacdo foi adequada
para selecionar acessos distintos e representativos da colecdo base. De fato, a @stratificag
bem sucedida dos acessos em grupos geneticamente expressivos é essencial para que
estratégia de amostragem seja efetiva (VAN HINTUM et al., 2000).

A ampla dstribuigdo geografica e a presenga de “centros de similaridade” de cartamo
requerem uma amostragem abrangente do germoplasma. A estratificacdo dos acessos de
cartamo em grupos garante que, no processo de amostragem, a maioria dos componentes
(alelos) de daptacdo dos gendtipos a “habitats” ou regides ecogeograficas estejam
devidamente representados. De fato, as colecbes CC3 e CC4 conseguiram representar a
maioria das classes dos caracteres (CR = 94.97% e 94.95%) presentes na colecao base ¢
mantiveram altos niveis de variabilidade. O elevado potencial dessa abordagem também foi
constatado em outras espécies, como quinoa (ORTIZ et al., 1998), milho (MALOSETTI e
ABADIE, 2001; LI et al., 2004), soja (OLIVEIRA et al., 2010) e batata (GOPAL et al., 2013).

A performance similar das colecbes CC3 e CC4 mostra que a estratificacdo dos
acessos nos grupos genéticos definidos por Chapman et al. (2010) e Johnson et al. (2007),
ainda que contrastante, mantém a representatividade da colecdo base. Atualmente ndo ha
consenso quanto aos verdadeiros centros de similaridade de cartamo pois esses foram
definidos a partir de diferentes hipéteses, métodos e genoétipos. Os centros fundamentados em
caracteres fenotipicos foram baseados em poucos caracteres, como altura de planta,
produtividade, ramificacdo e peso de sementes. Por outro lado, na definicdo dos centros de
similaridade por marcadores moleculares foram considerados diferentes marcadores
(dominantes e codominantes), gendétipos distintos e estruturas populacionais contrastantes.
Além disso, muitas vezes acessos classificados em um centro sdo mais similares a acessos
classificados em outro centro devido a redundancia na classificacdo dos centros de
similaridade (KNOWLES, 1969; ASHRI, 1975; JOHNSON et al., 2007; CHAPMAN et al.,
2010).

A presenca de redundancia foi observada no presente estudo quando os acessos foram

estratificados nos dois grupos genéticos (Colecdo CC5). A colecdo CC5 apresentou mais
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acessos do que as colecdes CC3 e CC4, porém nao houveram incrementos na variabilidade
(VD,%) e na representatividade das classes dos caracteres estudados (VR,%). A auséncia de
magnitudes mais elevadas nos indices de Shannon dos caracteres qualitativos da cole¢cdo CCE
também indicaram a presenca de redundéancia (Tabela 5). De fato, a proximidade geografica e
a troca de materiais genéticos (“landraces”) entre agricultores sdo as principais causas da
redundancia observada em alguns centros de similaridade de cartamo (CHAPMAN et al.,
2010).

Em outras espécies, como linho e soja, redundancias também ocorrem porque 0s
grupos morfologicos de acessos nem sempre correspondem a grupos geneéticos e poucos
grupos genéticos correspondem apropriadamente as origens geograficas (FU, 2005; LI et al.,
2008). Embora essas discordancias também sejam, em certa medida, observadas em cartamo
a efetividade da estratificacdo em grupos genéticos nao deve ser desconsiderada. Escribano et
al. (2007) relataram que a falta de grupos genéticos bem definidos limita as estratégias de
amostragem em representar a diversidade total da colecdo base. Os autores observaram que
nessa situacao alelos raros poderiam ser perdidos durante o processo de amostragem, mesm«
com a utilizacdo de métodos baseados em dendogramas (estratégia logaritma e agrupamento
em “stepwise”).

A utilizacdo da estratégia de maximizacédo tem sido a abordagem mais apropriada para
amostrar todas as classes da colecdo base, incluindo as classes raras, e para conservar
frequéncia original dessas classes. Em todas as colecGes nucleares de cartamo estabelecida
por essa estratégia as taxas de coincidéncia (CR,%) superiores a 94% mostraram uma extense
preservacao das classes presentes na colecdo base. A diversidade da colecdo base também f
conservada, conforme indicado pelas magnitudes das estimativas das estatisticas VD(%) e
VR(%). As magnitudes de todas estatisticas de validacdo da colecdo nuclear estabelecida
somente pela estratégia de maximizagcédo (CC1) reforcam a efetividade dessa estratégia ao se
mostrar tdo eficiente quanto a estratificacdo em grupos genéticos. De fato, a estratégia M
fornece uma combinacao especifica de acessos que maximiza a riqueza aléliclssede
principalmente em espécies autdgamas e com fluxo génico restrito (BATAILLON et al.,
1996).

A reducdo das colegdes nucleares a menos de 10% da colecdo original também
mostrou o potencial da estratégia de maximizacdo em captar a riqueza de classes com uma
quantidade menor de acessos. As colecdes nucleares CC1, CC3 e CC4 incluiram acessos

representando aproximadamente 3.75% dos acessos conservados na colegcédo base. A extensa
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dessas colecdes pode tornar sua utilizagdo mais acessivel em programas de melhoramento. De
fato, diferentes configuracdes e tamanhos de colec¢des nucleares, de 0.3% a 50% da cole¢ao
base, sdo utilizadas com diferentes propositos em atividades de conservacdo e melhoramento
(VAN HINTUM et al., 2000).

O grande potencial da associagdo entre a estratégia de maximizacdo e a estratificacao
dos acessos esta representado na performance superior das estatisticas de validacdo da
colecbes CC3 e CC4 em relacdo as outras colecdes nucleares estabelecidas. Cole¢des
nucleares que fornecem uma boa representatividade da colecdo base apresentam pequen:
diferenca média (MD,%) e maiores CR% (> 80%) e VR% (> 100%) (FRANKEL e BROWN,
1984; HU et al., 2000). No entanto, as cole¢cdes nucleares ndo objetivam somente a
consisténcia estatistica mas buscam representar a diversidade genética da colecéo base.

De modo geral, estabelecer colecfes nucleares pelas estratégias de maximizacéo e
estratificacdo em grupos genéticos é uma abordagem conveniente para aumentar a
acessibilidade e a utilidade das cole¢bes de germoplasma de cartamo, ndo apenas por causa d
vantagem de amostrar todos os alelos ou classes da colecdo, mas também pela oportunidade

de manter a maior variabilidade possivel com um namero minimo de acessos.

5. CONCLUSAO

As colecBes nucleares de cartamo estabelecidas representaram de forma eficiente a
diversidade genética da colecéo base.

As colecbes nucleares estratificadas por grupos genéticos apresentaram
aproximadamente 60 genotipos, com diferenca média de apenas 7% em relacdo a colecao
base e com taxas variavel e de coincidéncia superiores a 150% e 94%, respectivamente.

O uso conjunto da estratégia de maximizacdo e da estratificacdo dos gendtipos em
grupos genéticos maximizou a captacdo da variabilidade genética e introduziu maior
eficiéncia no estabelecimento das colecdes nucleares ao selecionar uma menor quantidade de
acessos. As colecdes nucleares estabelecidas incluiram aproximadamente 3.75% dos acesso:

conservados na colecéo base.
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CAPITULO 2. ASSOCIACAO PREDITIVA ENTRE TEOR DE OLEO E
VARIAVEIS ECOGEOGRAFICAS DE ORIGEM DE GENOTIPOS DE
CARTAMO

RESUMO

O melhoramento de cartamo com o proposito de aumentar o teor de 6Oleo requer a busca
constante de gendtipos portadores de alelos que condicionam ao alto teor de 6leo. Essas fontes
de alelos estdo ao alcance dos melhoristas em extensos bancos de germoplasma, porém c
grande numero de acessos nas colecdes frequentemente limita seu uso imediato. A estratégia
de identificacao focada de germoplasma (FIGS) € um método eficiente de otimizar a selecédo
de acessos Uteis presentes em bancos de germoplasma. A FIGS faz uso da associacac
preditiva entre caracteristicas e variaveis ambientais na busca de gendtipos com maior
probabilidade de conter a caracteristica de interesse. O presente estudo teve como objetivo
investigar a existéncia de associacao preditiva entre teor de 6leo e variaveis ecogeograficas da
origem dos gendtipos de cartamo, utilizando a FIGS baseada em abordagens de aprendizado
de maquina. Florestas aleatdrias, maquinas de vetor de suporte e redes neurais artificias foram
utilizadas para modelar a associacdo entre teor de 6leo de 100 gendtipos cartamo e 56
variaveis ecogeogréficas. As acuracias dos modelos utilizados mostraram que a distribui¢céo
de gendtipos de cartamo com alto teor de 6leo ndo € aleatdria mas ligada a fatores ambientais,
mesmo com certo grau de sobreposicdo entre os teores de 6leo em alguns ambientes. Os
resultados finais sugerem que explorar a associacao preditiva entre o teor de Oleo e as
caracteristicas ecogeograficas do local de origem do germoplasma aumenta as chances de

encontrar genétipos com alto teor éleo.

Palavras-chave:Estratégia de identificacdo focada de germoplasma (FIGS), Aprendizado de

maquina, Cartamo, Oleo, Germoplasma.
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PREDICTIVE ASSOCIATION BETWEEN OIL CONTENT AND
ECOGEOGRAPHIC PARAMETERS OF THE ORIGINAL
COLLECTION SITE OF SAFFLOWER GENOTYPES

ABSTRACT

Safflower breeding aiming to increase oil content requires endless search for genotypes
carrying alleles that determine high oil content. These allele sources are available to safflower
breeders in large germplasm banks, but the enormous number of accessions in collections
often limits its immediate use. The Focused Identification Germplasm Strategy (FIGS) is an
efficient method to optimize the selection of useful accessions kept in genebanks. The FIGS
makes use of predictive association between characteristics and environmental variables in the
search for genotypes with high probability of containing the trait of interest. The present study
aimed to investigate the existence of predictive association between oil content and
ecogeographic parameters of the original site of safflower genotypes using the FIGS based on
machine learning approaches. Random forests, support vector machines and artificial neural
networks were used to model the association between oil content of 100 safflower genotypes
and 56 ecogeographic parameters. The models accuracies indicated that the distribution of
safflower genotypes with high oil content is not random but associated to environmental
factors, even with some degree of overlap between the oil content in some environments. The
final results suggest that exploring the predictive association between oil content and
ecogeographic parameters of original collection site of safflower germplasm increases the
chances of finding genotypes with high oil content.

Keywords: Focused Identification Germplasm Strategy (FIGS), Machine Learning ,

Safflower Oil , Germplasm.
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1. INTRODUCAO

O cartamo (Carthamus tinctorius) é uma espécie da familia Compositae cuja sementes
sdo utilizadas como fonte de O6leo na alimentacdo humana e de passaros, industria
farmacéutica e na producdo de biocombustivel. A produg¢do mundial de 6leo de cartamo é
pequena em relacdo a outras espécies oleaginosas anuais. Em 2012 a producdo mundial de
Oleo de cartamo representou menos de 1% da producdo mundial de dleo vegetais (FAOSTAT,
2013). No entanto, a demanda crescente por espécies alternativas para producdo de
biocombustiveis tem despertado o interesse pelo cartamo. O potencial produtivo, a tolerancia
a estresses abidticos e o alto teor de 6leo séo caracteristicas notaveis do cartamo que fazerr
com que seja considerado uma cultura de grande potencial.

A variacdo do teor de 6leo de gendtipos de cartamo entre 12 e 45% oferece a
possibilidade de aumento da produtividade de 6leo até a 1200 kg/ha, quantidade maior do que
a produtividade de outras espécies oleaginosas anuais. De fato, os avancos obtidos pelos
programas de melhoramento nos ultimos 30 anos mostram que o teor de 6leo dos gendtipos
pode ser efetivamente incrementado (DAJUE e MUNDEL, 1996). Variedades desenvolvidas
nos Estados Unidos alcancaram grande melhoria no teor de 6leo, contendo até 45%
(variedade Oker). Da mesma forma, na india, os hibridos de cartamo mostraram aumento de
20 a 25% na produtividade de 6leo (BERGMAN et al., 1985; SINGH et al., 2003).

Entretanto, ha necessidade constante de variedades mais produtivas e com alto teor de
Oleo para substituir e melhorar as variedades presentes no mercado. A utilizagdo de gendtipos
conservados em bancos de germoplasma pode certamente fornecer novos alelos para
incrementar o teor de Oleo (PRADA, 2009). Essa afirmacdo também € sustentada por
Chapman et al. (2010) que sugerem explorar genétipos provenientes do grupo genético do
Oriente Proximo como uma forma de melhorar as variedades americanas de cartamo. Esse
grupo abriga uma diversidade genética Unica que deve ser utilizada pois contém aguns do
genotipos com 0s maiores teores de 0Oleo ja registrados em bancos de germoplasma (ASHRI et
al., 1977). Os locais de coleta do germoplasma também s&o providos de uma variacdo de
teores de 6leo passivel de uso (CLAASEN e KIESSELBACH, 1945).

A existéncia decerto indicio de “selecdo geografica” desperta a aten¢do para uma
possivel associagdo dessa caracteristica com variaveis ecogeogréficas. De fato, essa hipotese
foi estudada em gendtipos cevada (Hordeum wvulgare) para verificar associagao preditiva entre

tolerancia a salinidade e padrbes de precipitacdo (PEETERS et al. 1990). Hijmans et al.
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(2003) também exploraram a existéncia de associagdo entre tolerdncia ao congelamento e
temperatura do local de coleta de acessos de batata (Solanum spp.). Em ambos os estudos o
autores utilizaram técnicas de predicdo baseadas em modelos lineares e reconheceram que
havia associacdo entre as caracteristicas estudadas e as variaveis ecogeograficas, porén
complexa e de dificil modelagem. No entanto, recentemente a estratégia de identificacéo
focada de germoplasma (FIGS) desenvolvida por Mackay e Street (2004) tem se mostrado
uma técnica eficaz na descoberta de associa¢des entre determinadas caracteristioais e variav
ecogeograficas.

A FIGS busca explorar a associagéo entre o ambiente e as propriedades adaptativas de
caracteres para auxiliar na “mineracdo” de caracteristicas uteis em bancos de germoplasma.
Diversos estudos reconheceram o potencial dessa técnica na rapida identificacdo de genoétipos
com as seguintes caracteristicas: tolerancia a seca e calor (KHAZAEI et al., 2013), resisténcia
a insetos pragas (EL-BOUHSSINI et al., 2010) e resisténcia a doencas (ENDRESEN et al.
2011; ENDRESEN et al., 2012; BARI et al., 2012). Basicamente a FIGS é fundamentada em
técnicas de modelagem para associar determinadas caracteristicas a variaveis ambientais,
baseada na premissa de que o ambiente influencia fortemente na selecdo natural e
consequentemente na distribuicdo dos gendtipos (ICARDA, 2013). Os modelos construidos
na FIGS séo utilizados para identificar genétipos com caracteristicas desejaveis originarios de
ambientes que com pressodes seletivas similares.

Métodos baseados em aprendizado de maquina tem sido utilizados com frequéncia na
FIGS devido a sua capacidade de modelar padrbes complexos e néo lineares de interacao.
Técnicas como florestas aleatdrias, maquinas de vetor de suporte e redes neurais artificiais séo
empregados had muito tempo em informatica ecoldgica, principalmente em estudos de
distribuicdo de popula¢bes, dindmica de dispersdo e modelagem de habitats (OLDEN et al.,
2008). No contexto da FIGS, essas técnicas foram aplicadas em trigo (Triticum aestivum) para
verificar a associacdo da resisténcia a ferrugem do colmo com varidveis ambientais. Os
modelos obtidos apresentaram acuracias elevadas que permitiram identificar genotipos
resistentes confinados em certos ambientes (BARI et al., 2012).

Conhecido o potencial da FIGS, o presente estudo teve como objetivo determinar a
existéncia associacdo entre teor de Oleo e variaveis ecogeograficas representativas do
ambiente de origem dos acessos de cartamo. A hipotese testada foi que gendtipos com alto

teor 6leo sdo provenientes de locais que possuem caracteristicas ambientais similares. Para
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comprovar esta hipétese foi empregada a estratégia de identificagcdo focada de germoplasma
(FIGS) utilizando técnicas de modelagem baseadas em aprendizado de maquina.

2. MATERIAIS E METODOS

Os dados utilizados neste estudo foram as médias de teor de 6leo de gendtipos de
cartamo e os dados ecogeograficos do local de coleta desses gendtipos. O aplicativo
computacional R foi utilizado no preparo e andlise dos dados (R DEVELOPMENT CORE
TEAM, 2013).

Dados Fenotipicos

Os dados de teor de Oleo utilizados neste estudo sdo provenientes da Rede de
Informacdo de Recursos Genéticos (GRIN) do Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos (USDA). O teor de 6leo dos genotipos foi determinado em estudos de caracterizacéo
de germoplasma conduzidos entre 1988 e 2010 (JOHNSON et al., 1999; DAJUE et al., 1993;
USDA, 2013).

Nos estudos os gendtipos de cartamo foram avaliados em experimentos a campo no
Centro de Pesquisa Agricola Oriental da Universidade do Estado de Montana em Sidney -
Montana (4743°34”°N, 104°09°W), na Estacdo Regional de Introdugdo de Plantas em
Pullman - Washington (483°N, 117°10°W) e no Jardim Botanico de Beijing - Academia
Chinesa de Ciéncias (33’N; 116°16’E ). Os gendtipos foram plantados em fileiras tnicas
de 6 metros de comprimento com espacamento de 60 centimetros. No momento da colheita,
amostras de 16 gramas de sementes foram coletadas de cada gendétipo, SEcias 4r66m
estufa e submetidas ao processo de extracdo de 6leo via Soxhlet. O 6leo extraido foi pesado e
o0 teor determinado.

Cem gendtipos provenientes de locais de coleta com coordenadas geogréficas
registradas foram utilizados no estudo. Esses gendtipos representam “landraces” (cultivares
tradicionais) de cartamo e compde a colecdo de germoplasma do USDA. A distribuicdo
geografica dos gendtipos envolve diversas regides da Europa, Asia e Norte da Africa (Figura
1).
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Figura 1. Distribuicdo geografica dos genoétipos de cartamo com alto teor (triangulos verdes)

e baixo teor de 6leo (circulos vermelhos).

Dados Ecogeograficos

Para o presente estudo os dados ecogeogréficos foram extraidos do local de coleta de
cada um dos 100 gendtipos usando as coordenadas de latitude e longitude registrados. Esses
dados foram obtidos do banco de dados “WorldClim” com o auxilio do programa DIVA GIS
(HIJMANS et al., 2005).

Cada local foi representado pela altitude, precipitacdo média mensal, temperaturas
maxima, média e minima mensal, além de 19 variaveis biocliméaticas (BUSBY, 1991). Essas
ltimas variaveis sao derivadas dos dados de temperatura e precipitacdo mensais com o intuito
de gerar variaveis biologicamente significativas (Tabela 1). Usadas rotineiramente em
modelagem de nichos ecologicos, representam informacdes de tendéncias anuais,
sazonalidade e fatores ambientais extremos. Todas as variaveis foram utilizadas na resolucéo
espacial de 30 arc segundos (aproximadamente? d&mesolucio), resolucdo mais refinada
para captar variabilidade ambiental. No total foram obtidas 56 variaveis ecogeograficas.

As variaveis ecogeograficas sdo fontes de informacdo confidveis pois o conjunto de
dados utilizado se refere a um compilado de médias mensais de variaveis climaticas medidas
em estacOes meteorologicas de um grande numero de fontes globais, regionais, nacionais e

locais, principalmente no periodo de 1950-2000.
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Tabela 1 Varidveis ecogeograficas utilizadas no estudo

Caodigo Descricao

prec Precipitacdo média mensal (Janeiro a Dezembro)
tmax Temperatura maxima mensal (Janeiro a Dezembro)
tmin Temperatura minima mensal (Janeiro a Dezembro)
alt Altitude

biol Temperatura média anual

bio2 Intervalo médio diurno (média mensal(Temp. max. - Temp. m
bio3 Isotermalidade (BIO2/B107)*(100)

bio4 Sazonalidade de temperatura (desvio padrdo * 100)
bio5 Temperatura maxima no més mais quente

bio6 Temperatura minima no més mais frio

bio7 Intervalo de temperatura anual (BIOS5 - BIO6)

bio8 Temperatura média do trimestre mais umido

bio9 Temperatura média do trimestre mais seco

biol0 Temperatura média do trimestre mais quente

bioll Temperatura média do trimestre mais frio

biol2 Precipitacédo anual

biol3 Precipitacdo no més mais umido

bio14 Precipitacdo no més mais seco

biol5 Sazonalidade de precipitacao (coeficiente de variacao)
biol6 Precipitacdo no trimestre mais imido

biol7 Precipitag&o no trimestre mais seco

bio18 Precipitacédo no trimestre mais quente

biol9 Precipitacdo no trimestre mais frio

Processamento e transformacéao dos dados

Os dados de teor 6leo dos 100 gendtipos foram transformados em variaveis binarias
para classificacdo dos gendtipos. Gendtipos com teor de 6leo menor que 30% foram
classificados como gendtipos de baixo teor de 6leo (receberam a codificacédo binaria 0) e os
genotipos com teor maior que 30% classificados com genotipos de alto teor (codificacao
binaria 1). O critério de escolha do limiar de classificagdo foi o teor médio de 6leo dos
genotipos de cartamo depositados nos bancos de germoplasma ao redor do mundo (DAJUE e
MUNDEL, 1996).

Os dados das variaveis ambientais foram centralizados e padronizados antes da
realizacdo das andlises. A centralizacdo e padronizacao de variaveis consiste entdasibtrair
observac6es individuais a média de cada variavel e dividir pelo seu desvio padrdo. Como
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resultado, as variaveis transformadas terdo média zero e desvio padrdo igual a um. A
utilizacdo dessas técnicas de transformac@o melhora a estabilidade numérica dos calculos em
modelos de aprendizado de maquina, elimina o viés introduzido pelas diferencas nas escalas
da variaveis usadas e iguala a variancia de cada variavel (HASTIE et al., 2001).

Antes de realizar as analises os dados foram separados aleatoriamente em dois
conjuntos: dados de treinamento e dados de teste. Aproximadamente 2/3 dos dados foram
utilizados para o treinamento dos modelos e 1/3 para validacdo. A divisdo dos dados foi
realizada de forma a manter a mesma proporcdo de classes de teor de Oleos nos dois

conjuntos.

Abordagens

Para verificar se ha a associacdo entre o alto teor de 6leo e variaveis ecogeogréficas
foram utilizados trés técnicas de modelagem baseadas em aprendizado de maquina: Maquinas
de Vetor de Suporte (SVM) e Redes Neurais Artificiais (NN) e Florestas Aleatorias (RF).
Essas técnicas sdo capazes de identificar estrutura em dados complexos, néo lineares, e gera
modelos preditivos acurados sem ter que satisfazer as restritivas suposi¢coes requeridas por
abordagens paramétricas convencionais. Todas as técnicas tem sido utilizados com eficiéncia
na resolucao de problemas complexos em ecologia e melhoramento de plantas (OLDEN et al.,
2008; ENDRESEN et al., 2011).

Maquinas de Vetor de Suporte

Maquinas de vetor de suporte (SVM) é uma abordagem de aprendizado para
classificacdo de dados baseada no mapeamento dos vetores de entrada em um espacc
caracteristico de alta dimensionalidade e separacdo da observacdes em classes definidas.
Nesse espaco é construido uma superficie de decisdo constituindo um hiperplano de separagac
Otima das classes (JAMES et al., 2013). O hiperplano de separacédo € capaz de generalizar sen
problemas de super-parametrizacdo através do controle de suas margens. Para realizar ess
controle as maquinas de vetor de suporte utilizam uma relacdo funcional, conhecida como
nacleo, para mapear os dados em um novo hiperespaco no qual padrbes mais complexos

podem ser simplesmente representados.
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O modelos de maquinas de vetor de suporte foram testados com duas fungdes nucleo:
linear e fung&o de base radial. O modelo com fungdo nucleo linear deve ser entendido como
um classificador de vetor de suporte de margem maxima para dados linearmente separaveis
no espaco de caracteristicas. Esse modelo fornece um 6timo ponto de partida para modelos
mais complexos.

Inicialmente os dados de treinamento consistiramndpares de observacdes
arranjados na seguinte forrfér;, y;)}}', ondex; indica o vetor de entrada (observagtes
ecogeograficas) g valores de saida (classe binaria de teor de 0leo). A regra de classificacao
é dada pela funcgéo:

fO) = x"B+po

Ondex € o vetor de entradA, é o vetor de pesos ajustavei§,eé o viés.
Com essa funcao € possivel encontrar o hiperplano com a maior margem entre classes

de treinamento. De modo geral, o hiperplano é solucdo do seguinte problema de otimizacgéo:

B =1,j=1..,p
yixI'B+ B =M,i=1,..,n

Maximizar M, sujeito a{

OndeM representa a distancia a margem do hiperplano e o problema de otimizacagydefine
p1, ..., Bp (p variaveis ecogeograficas) que maximizéim

No entanto, as classes podem se sobrepor no espaco de caracteristicas. A maneira de
lidar com essa sobreposicdo consiste em maxinMzarpermitindo que alguns pontos
(observagdes) sejam alocados em lados errados do hiperplano. Esse procedimento consiste ne
utilizagdo de variaveis de folga= (¢1,&5,...,&,) . Assim, a solugcdo do problema de
otimizacao fica:

yilx{ B+ Bo) = M(1 =&

parav; & =0, Y, & <C.

C € o parametro de custo que delimita a somd eepor isso determina o nimero e a
severidade das violagbes do hiperplano. O problema de otimizacdo é entdo solucionado por
meio de multiplicadores de Lagrange. Porém € conveniente expressar o problema na seguinte

forma
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(xT _z.
Minimizar% 18I + CY™, &, sujeitoa{ i (x; ﬁ’; fog >1-¢
i =

Assim a funcéo de Lagrange fica

NgE

1 n n
Ly =58P +C Y &= ) Gl B+ o)~ (1 =81 = ) i

i=1
ondea; = 0 eu; = 0 sdo os multiplicadores de Lagrange. Diferenciando a fungéo em relagéo

ap, Py e ¢; e substituindo em,, obtém-se a funcéo objetivo dual Lagrangiana:

Ao maximizar L, sujeita a0 <a; <C e X', a;y; =0, utlizando técnicas de
otimizacdo, é possivel encontrar o hiperplano com a margem maxima de sepasacdo da
classes de observacdes. A solugdo desse problema retorna valajeségdatilizados na
solucdo dé8 = Y, @, v;x;.

O Unico parametro livre é o parametro de cdstdm valor 6timo pode ser escolhido
variandoC através de um conjunto de valores pré-definido, monitorando a performance do
classificador por meio de validagéo cruzada.

Em problemas mais complexos com margens ndo lineares entre classes pode-se
aumentar o espaco de caracteristicas usando funcdo nucleo de base radial. Essa fungéo é€

aplicada no produto interno dos vetores de entrada da seguinte forma:

f) = Rh)TB+ Bo

n

= Z a; yi{h(x;), h(x;)) + Bo

i=1

Substituindo na fung&o acimak (x;, x;,) = (h(x;), h(x;))) = exp (—y (i — xi,j)z).

Nos modelos avaliados os parametros de sintonia, dliseopgama y) (somente para

0 nucleo radial) foram selecionados por 10 rodadas de validacéo cruzada repetidas cinquenta
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mil vezes. Os melhores valores dos parametros foram definidos quando a soma dos erros dos

modelos foi minimizada no conjunto de dados de treinamento.

Redes Neurais Artificiais

Redes neurais artificiais (NN) s&o modelos computacionais inspirados no forma como
0 sistema nervoso biolégico processas informacdes e reconhece padrées complexos.
Basicamente NN sdo formadas por um sistema de processamento composto de um grande
namero de elementos interconectados chamados neurénios, os quais trabalham em conjunto
na resolucdo de problemas especificos. Existem muitos tipos de modelos NN de aprendizado
supervisionado ou néo supervisionado. O método supervisionado utilizado no presente estudo

foi o perceptron multicamadas, representado na Figura 2.

Xl
X
2 O
X3
Camada de saida
X
N Camada oculta

Camada de entrada

Figura 2. Diagrama da rede perceptron multicamadas com uma Unica camada oculta.

O perceptron multicamadas € composto de um conjunto de neurbnios arranjados em
camadas, especificamente em camada de entrada, camada oculta e camada de ada$a. Os d
de entrada (variaveis ecogeograficas) sédo introduzidas na rede por meio dos neurbnios da
camada de entrada, um para cada variavel. Essa informagéo é retroalimentada através da rede
primeiramente para 0s neurdnios da camada oculta e depois para os neurénios da camada de
saida (BISHOP, 2006).
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No processo de treinamento da rede neural, os pesos associados as ligagdes entre o
neurbnios da camada de entrada e os da camada oculta, e os valores de ativacdo para cad.
neurdnio sao calculados da seguinte forma:

n ® €0

aj = di=1Wj; "Xi +Wj0
Onde j=1, .., M é nimero de neurbnios da primeira camada ogukdp as observacdes

., . 1 1
das variaveis de entrada,( ..., x,), Wj(i) ewj(o)

SA0 0S pesos e 0s parametros de viés
correspondentes a primeira camada (&) €0 as ativagoes. Essas Ultimas sdo transformadas
usando uma funcao de ativagée h(a;), do tipo logistica sigmoide ou tangente hiperbolica.

Os valores das ativacdes sdo novamente combinados fornecendo as ativacfes das unidades d
saida:

(2)

_\n (2)
ai = j=1W Zj +Wk0 y

kj
Onde k = 1, ... , K é o numero total de saidas. Essa transformacgdo corresponde a segunda
camada da redevqgf)) € o viés. As ativagOes das unidades de saida séo transformadas usando

as funcdes de ativacdo apropriadas para forneggrseidas da rede.
Para problemas de classificacdo as ativacdes das unidades de saida podem ser

transformadas usando a funcao logistica sigmoide

1

Y = @(ay) = TT exp(—ay)

Desta forma, todos os estagios de confec¢do da rede podem ser combinados em uma

Unica funcéo de ativacdo sigmoidal com a seguinte forma
M D
2 1 1 2
y(x,w) = ¢ ZWIEJ') h Z"V;(l xi +w) |+ w
j=1 i=1

Onde o conjunto de todos os parametros de pesos e viés foram agrupados em um

anico vetorw. O modelo da rede é simplesmente uma fungédo nao linear das variaveis de
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entrada £;) para um conjunto de variaveis de saigi@) (controlado por um vetaw de
parametros ajustaveis.

Para a definicdo da estrutura mais adequada, a rede é treinada com um algoritmo de
treinamento que ajusta os pesos e vies em funcao do erro quadratico meédio obtido ao final de
cada rodada (ou época) de treinamento. Um agsritmos mais eficientes é o “back-
propagation”(BASHEER et al., 2000).

No presente estudo a foi estabelecida rede perceptron multicamadas constituida de
apenas uma camada oculta. De modo que as redes treinadas possuiram apenas uma camada ¢
entrada, uma camada oculta e uma camada de saida. A camada de entrada foi composta de 5t
neurénios, referentes as variaveis ecogeograficas do local de origem dos acessos. O numero
de neurdnios da camada oculta foi definido pelo algoritmo de treinamento “back-propagaion”

e as funcbes de ativacao testadas foram logistica e tangente hiperbdlica. O critério de
performance utilizado foi o erro quadratico médio<(0,001) obtido pela comparacédo das
saidas obtidas (classificacdo binaria) com valores conhecidos dos exemplos de treinamento.

Para o estabelecimento da rede foram utilizados 50000 épocas (iteracdes) de treinamento.

Florestas Aleatorias

Florestas aleatérias (RF) é algoritmo de particionamento recursivo que combina
predicbes feitas por varias arvores de decisdo (BREIMAN, 2001). As Florestas aleatérias sao
baseadas na metodologia de &rvores de decisdo, na qual os dados sdo particionados
recursivamente em regifes (ou noés) de classificacdo homogéneas ou quase homogéneas.

As florestas aleatérias sdo desenvolvidas a partir de uma colecdo de centenas a
milhares de arvores, onde cada uma é criada usando apenas uma amostra aleatéria dos dado:s
Além disso, em cada né de cada arvore é utilizada apenas uma amostra das variaveis na
particdo de classes. As arvores sdo “cultivadas” até um tamanho méaximo sem “poda” e
agregadas formando as “florestas”.

A classificacdo de uma observacao é feita por todas as arvores da floresta. A deciséo
final da classe a qual pertence a observacao é feita por maioria de votacao, ou seja, a classe
mais “votada” pelas arvores ¢ atribuida a observacdo (STROBL et al. 2009). Para a
construcdo das florestas aleatorias dois parametros devem ser especificados: niamero de
variaveis disponiveis para divisdo em cada no de cada arvore (mtry) e nUmero de arvores na

floresta aleatdria (ntree). Esses dois parametros sédo escolhidos por processo de otimizagéo
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que busca minimizar o erro quadratico médo<(0,001) observado na classificagdo de

amostras néo utilizadas na construgéo das arvores.

Avaliacdo dos modelos

A avaliacdo do desempenho dos modelos foi realizada pela comparagdo dos
parametros obtidos pelas estatistica Kappa e area abaixo da curva (AUC) de caesctiistic
operacao do receptor (ROC).

A estatistica Kappa € utilizada para comparar a habilidade de diferentes modelos em
classificar corretamente variaveis categoricas. Kappa leva em consideracdo tanto a acuracia
observada quanto a esperada simplesmente por acaso, ambas baseadas na matriz de confusé
gerada pelo modelo. A estatistica pode assumir valores entre -1 e 1, o valor 1 indica uma
concordancia perfeita entre o0 modelo e as classes observadas. Porém, dependendo do contexic
e acuracia esperada valores de Kappa entre 0.3 e 0.5 podem indicar uma boa concordancia
(KUHN e JOHNSON, 2013).

A curva de caracteristicas de operagcdo do receptor € uma técnica para caracterizar
performance de um modelo de classificacdo. Trata-se de uma representacao grafica que ilustra
a performance do classificador binario quando seu limiar de discriminacdo é variado. A curva
€ criada quando a taxa de verdadeiros positivos é plotada no eixo vertical contra a taxa de
falsos positivos no eixo horizontal, em diferentes limiares. No grafico da curva ROC um bom
classificador produz uma curva préxima ao canto superior esquerdo ou da coordenada (0,1),
representando baixa taxa de falsos positivos e falsos negativos. Por outro lado, um
classificador fraco produz uma curva ROC que segue a linha diagonal do canto inferior
esquerdo para canto superior direito (WEBB e COPSEY, 2011).

Como diferentes classificadores produzem diferentes curvas ROC, uma maneira de
comparar sua performance se da pelo célculo da area abaixo da curva ROC (AUC). Areas
menores ou iguais a 0.5 representam aleatoriedade e com valores acima de 0.7 representam
alta performance do classificador (FAWCETT, 2006).
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Importancia de variaveis

A importancia relativa das variaveis ecogeograficas utilizadas no estabelecimento dos
modelos foi determinada segundo as particularidades de cada abordagem. Nos modelos
obtidos pelas maquinas de vetor de suporte (SVM), o critério empregado na quantificacdo da
importancia relativa foi a extragdo recursiva de caracteristicas (SMV-RFE). Esse método
classifica todas as caracteristicas de acordo com seus pesos (scores) e elimina uma ou mais
caracteristicas com 0s menores pesos por um processo iterativo até a obtencdo da maxima
acuracia (GUYON et al, 2002).

Para as Florestas aleatdrias a medida importancia utilizada foi o aumento da taxa de
classificacfes incorretas de uma arvore da floresta aleatéria quando os valores observados da
caracteristica foram permutados aleatoriamente com caracteristicas nao utilizadas na
construcdo das arvores (STROBL et al., 2009). Da mesma forma que nas maquinas de vetor
de suporte, as caracteristicas sao ordenadas segundo a magnitude do niumero de classificacte
incorretas.

Para redes neurais a analise de sensibilidade foi empregada para determinar a
importancia das caracteristicas. A andlise de sensibilidade consiste em provocar
“perturbacdes” nas caracteristicas (variaveis de entrada da rede) para estimar mudangas na
sensibilidade da estrutura e dos parametros da rede. As caracteristicas submetidas a pequena
variacfes e que causam grande mudancas na classificacdo da rede neural sdo consideradas ©
maior importancia (ENGELBRECHT et al., 1995).

Software
O processamento e preparo dos dados foi realizado com pacote caret do aplicativo
computacional R (KUHN, 2008). Nas analises e avaliagbes dos modelos foram utilizados os

seguintes pacotes: randomForest (Florestas aleatorias), nnet (Redes neurais artificiais), e1071

(Maquinas de vetor de suporte) e ROCR (estatistica Kappa e AUC).

3. RESULTADOS
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Todos os modelos utilizados no presente estudo foram capazes de classificar
corretamente 0s gendtipos de cértamo utilizando as variaveis ecogeograficas, com uma
acuracia superior a 72% (Tabela 2). Todos os modelos tiveram performance similar em

relacdo as estimativas dos parametros de desempenho.

Tabela 2.Estimativas das estatisticas de avaliagdo de desempenho e acuracia dos modelos

Modelo AUC AUC_L AUC_U K K_L K_U Acuracia
RF 0.7220 0.5366 0.9093 0.435 0.2938 0.5761 0.7550
SVMradial 0.8234 0.6912 1.0000 0.349 0.2218 0.4761 0.7280
SVM linear  0.7861 0.5883 0.9661 0.412 0.2712 0.5527 0.7410

NN 0.7891 0.6107 0.9674 0.390 0.2528 0.5271 0.7140
RF: Florestas aleatorias; SVM radial e SVM linear: maquinas de vetor de suportgicem do tipo radial e linear; NN:

Redes neurais artificiais; AUC: area abaixo da curva ROC; K: estatistica Kappa; Limitels superior e inferior do
intervalo de confianca a 95%.

A extensao dos intervalos de confianca das estatisticas dos modelos indicaram que nao
houve superioridade de nenhum modelo em relacdo ao demais. Nos modelos SVM a mudanca
da fungdo nucleo ndo provocou ganhos em termos de acuracia. A hipétese de que com o uso
da funcdo nucleo de base radial haveria uma melhor classificacdo ndo foi comprovada,
mesmo com um parametro de custo (C) quatro vezes maior que do que na funcao linear
(radial C=1 vs linear C=0.25). A simplicidade observada nos modelos RF (mtry = 2 e ntree =
500) e NN (3 camadas e 1 neurbnio na camada oculta) acompanhada das acuracias elevada:s
nao fornece indicativos de que o problema de classificacdo seja de alta complexidade.

Os valores das estatisticas Kappa e AUC sustentam essa observacdo. Os modelos
exibiram valores de AUC iguais ao que seria esperado de um modelo robusto, com valores
maiores que 0.7. Valores de Kappa acima de 0.4 também indicam boa concordancia entre os
modelos e dados de teste. Ainda que os valores de Kappa dos modelos SVM radial e NN
tenham ficado abaixo de 0.4, os valores observados indicam consideravel concordancia de
classificacdo. Ademais, deve se considerar que a estatistica Kappa € reconhecidamente uma
medida conservadora de concordancia (SIM e WRIGHT, 2005).

A acuracia dos modelos também € ilustrada pelos curvas ROC (Figura 3a). As curvas
do modelos se mostraram acima da linha diagonal, tendendo ao canto superior esquerdo. Uma
vez que nao seguiram a linha diagonal, reforca a ideia de que os modelos tiveram uma boa
performance, classificando os genaotipos corretamente e com poucos falsos positivos. A linha

diagonal representada nos graficos indica o limiar para um modelo ser considerado aleatorio.
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A curva ROC de um modelo que segue essa linha diagonal ou que se encontra abaixo dela n&o
deve ser utilizado para classificacdo (FAWCETT, 2006).
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Figura 3. Curvas ROCH) e graficos de densidade de predicdpdas classes de teor de 6leo dos
quatro modelos de classifica¢c@F: Florestas aleatdrias; SVM radial e SVM linear: maquinas de vetor de

suporte com nucleo do tipo radial e linear; NN: Redes neurais artificiais.
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Os gréficos de densidade de predicdo construidos com os dados de teste suportam
ainda mais as estatisticas Kappa e AUC (Figura 3b). Em cada um dos modelos, as densidades
de predicao das classes de teor de Oleo representadas pelas curvas azuis e purpuras mostraral
gue os modelos classificaram corretamente 0s genotipos nos grupos correspondentes ao seu
teor de 6leo. H& uma certa sobreposi¢cdo entre as classes, porém nos modelos SVMradial e
SVMlinear o grau de sobreposicdo € menor.

A importancia relativa das caracteristicas ecogeograficas apresentaram magnitudes
semelhantes nos diferentes modelos (Figura 4). Dentre as 56 caracteristicas utilizadas, as mais
importantes foram bio2 (intervalo médio de temperatura diurna no més de fevereiro), prec2
(precipitacdo no més de fevereiro), precll (precipitacdo no més de novembro), alt (altitude),
bio19 (precipitacdo no trimestre mais frio), prec12 (precipitacdo no més de dezembro) e precl
(precipitacdo no més de janeiro).

a b
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Figura 4. Importancia das variaveis ecogeograficas nos modeloBlo(agtas aleatérias (RF); (b)
Maquinas de vetor de suporte com nucleo radial (SVM radial); (c) Maquinas dedeetaporte com

nucleo linear (SVM linear); (d) Redes neurais artificiais (NN).
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4. DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que em gendtipos de cartamo ha associacéo preditiva entre
teor de dleo e caracteristicas ecogeogréficas. Em outras palavras, a distribuicdo geogréafica de
gendtipos de cartamo com alto teor de 6leo ndo é aleatéria mas ligada, em certa medida, a
fatores ambientais. Os modelos apresentados confirmam a hipotese de que os genotipos com
caracteristicas em comum tendem a refletir as pressées de selecdo do ambiente de origem.
Estudos da variacdo do teor de 6leo em bancos de germoplasma ja forneciam indicios de
associacdo entre o teor de Oleo e o local de origem dos genoétipos. Mesmo com grande
diversidade de teores (16 a 38%), gendtipos provenientes de determinadas regides
apresentavam maior teor de 6leo, variando entre 33 e 37% por exemplo (CLAASSEN et al.,
1945; ASHRI et al., 1977).

A acdo do ambiente sobre determinadas caracteristicas também é significativa em
outras espécies. Em cevada (Hordeum vulgare L.) caracteres agrondmicos e de resisténcia a
patdgenos podem ser preditos com segurancga por variaveis ambientais (ENDRESEN, 2010).
Caracteres relacionados a adaptacdo de feijdo fava (Vicia faba L.) a estresses abibticos
também sdo muito influenciados pelo ambiente, havendo uma relacao preditiva muito forte,
principalmente para os caracteres temperatura do dossel e conteudo relativo de &gua
(KHAZAEI et al.,, 2013). Diversos estudos com trigo (Triticum aestivum ssp aeytivum
também comprovam a forte associacdo da resisténcia a patdgenos e insetos praga com
caracteristicas ecogeogréficas (EL-BOUHSSINI et al., 2010; ENDRESEN et al., 2011; BARI
et al., 2012).

A extensa distribuicdo nos continentes europeu, asiatico e africano faz com que o
cartamo esteja sujeito a varias condicdes ambientais. Especialmente o clima e a geografia tem
grande influéncia na disperséo, no fluxo génico e na selecéo, levando ao desenvolvimento de
diversos ecotipos de cartamo. Esses podem ser definidos como variedades ou populactes
adaptadas a condicbes ambientais especificas, cuja manifestacdo de determinado
fendtipo/gendtipo é resultado da selecédo local (TURESSON, 1922). Ecotipos de cartamo
apresentam grande diversidade de caracteristicas, assim como diferentes teores de 6leo (GAO
et al., 2001). Essa variabilidade foi um dos fatores motivadores do presente estudo.

A possibilidade de associar caracteres de semente, como o teor de 6leo, a condi¢des
ambientais de ecotipos também tem originado outras pesquisas. Em um estudo que teve como

objetivo investigar a previsibilidade do teor de 6leo e a composicéo de acidos de 360 ecotipos
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de Arabidopsis thaliana’Neill et al. (2003) relataram extensa variagdo natural consistente

com origem geogréafica, suficiente para formagdo de cole¢cdes nucleares. Em um estudo
similar Endresen (2010) relatou a associacdo preditiva entre caracteristicas ecogeogréficas e
peso @ sementes de variedades tradicionais (“landraces”) de cevada nordica. Nessa situacao

as “landraces” devem ser vistas como o equivalente agricola dos ecotipos, cuja adaptagdo a

geografia local é resultado ndo apenas da selecdo do ambiente mas também da presséo de
selecdo humana.

A hipétese de associacdo entre o teor de Oleo e caracteristicas ambientais esta
fundamentada em principios bioldgicos e ecoldgicos. O teor de 6leo da semente pode ser
considerado uma caracteristica adaptativa com potencial de garantir vantagens em
determinadas condi¢cdes ambientais. O 6leo € uma fonte de reserva de energia para 0 processc
de germinacdo e seus constituintes (lipideos) atendem efetivamente aos requerimentos de
carbono e energia necessarios para o inicio do processo. Plantas com sementes ricas em 6leo
mais pesadas investem mais energia na progénie do que plantas com sementes mais leves ¢
com maior conteddo de amido, aumentando assim o potencial de estabelecimento e
sobrevivéncia em ambientes estressados e com pouco recursos. Além disso, o teor de Oleo é
herdavel e controlado por varios genes, portanto, esta sujeito a mudancgas evolucionérias. Em
plantas selvagens o teor de Oleo pode representar um 6timo seletivo ou um compromisso
seletivo com o local de origem (LEVIN, 1470°NEILL et al., 2003).

Como o cértamo esta distribuido do Mediterrdaneo ao oceano Pacifico em latitudes
entre 20S e 40N, estad exposto a uma grande variacdo de condicdes climaticas (DAJUE e
MUNDEL, 1996). A adaptacdo a essas condicbes também pode levar a modificacbes dos
constituintes, acidos graxos, do 6leo de cartamo segundo relatado por Ladd e Knowles (1971).
Os autores observaram maior porcentagem de &cido linoleico em gendtipos provenientes de
locais com clima frio. Yang et al. (1993) apoiaram essa observacéo e adicionaram que o alto
conteudo de acido linoleico também esta associado com altas latitudes e altitudes, além de
grande flutuacao de temperaturas diurnas e noturnas.

Entre os vérios fatores de sele¢cdo que impulsionam a evolugdo da composi¢cdo de
acidos graxos Linder (2000) sugere a temperatura na germinagdo como o fator de maior
importancia. A temperatura no momento da germinagcao seleciona as proporcdes de acidos
graxos em sementes oleaginosas, de forma a otimizar a reserva e a taxa de producado de
energia durante o processo germinativo. Sementes de plantas de altas latitudes (e altitudes)

tendem a ter mais acidos graxos insaturados. O clima mais fresco desses ambientes torna o
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catabolismo de acidos graxos insaturados mais viavel, de forma que sementes com maior

proporcdo desse acido sdo capazes de germinar mais cedo, crescer rapidamente e estabelece
plantas mais cedo. Evidencias biogeograficas da performance de germinacdo no género

Helianthus suportam essa teoria.

Como o cartamo esta adaptado a uma ampla variacdo de temperaturas, outras acdes de
selecdo, além da temperatura, sdo responséveis por selecionar o teor de 6leo. No presente
estudo foi demonstrado que caracteristicas ecogeograficas baseadas em temperatura e
precipitacdo estdo associadas ao teor Oleo de céartamo. Principalmente a intensidade de
precipitagdo nos meses de novembro a fevereiro, em locais com diferentes altitudes, atua
como um fator determinante no contetdo de 6leo (Figura S1).

Os graficos de densidade de predicao tracados junto aos graficos ROC (Figura 3b)
demonstram que as classes de alto e baixo teor de 6leo incluem gendtipos com certo grau de
distincdo, e as bases dessa diferenca sdo as variaveis ecogeogréaficas que atuaram comc
critério de selecdo nos locais de coleta. De fato, a verificacdo dessa associacdo foi feita de
maneira apropriada pela estratégia de identificacdo focada de germoplasma (FIGS).

Os modelos baseados em aprendizado de maquina utilizados pela FIGS podem ser
aplicados como um padrdo de busca para identificar outros genétipos de cartamo com alto
teor de 6leo em localidades com geografia similar. Diversos estudos reconheceram o potencial
dessa estratégia na rapida identificacdo de gendtipos com as seguintes caracteristicas:
tolerancia a seca e calor (KHAZAEI et al.,, 2013), resisténcia a insetos pragas (EL-
BOUHSSINI et al., 2010) e resisténcia a doencas (ENDRESEN et al., 2011; ENDRESEN et
al., 2012; BARI et al.,, 2012). No entanto, a principal contribuicdo dos modelos esta na
utilizacao eficiente do bancos de germoplasma porque aumentam a probabilidade de encontrar
gendtipos (selvagens ou “landraces”) com alto teor de oOleo. Na pratica esses genotipos
poderiam ser selecionados pelos modelos e utilizados como candidatos em triagens para alto
teor de 6leo. Assim a frequéncia de identificacdo de gendtipos com alto teor de 6leo seria
maior que a selecao aleatéria ou via colecéo nuclear.

A performance dos modelos de aprendizado de maquina utilizados transmite confianca
aos resultados alcangados pelo presente estudo. Esses modelos sao flexiveis o suficiente pare
lidar com problemas complexos, néo lineares, e apropriados para predizer padrdes e processos
complexos. Os modelos Florestas Aleatorias (RF), Maquinas de Vetor de Suporte (SVM) e
Redes Neurais Artificiais (NN) tiveram performance similar, sobretudo nas estatisticas Kappa

e AUC. Bari et al. (2012) também utilizaram as mesmas técnicas e observaram acuracias de
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até 77%. Em um estudo com o propésito de identificar caracteristicas relacionadas a
tolerancia a seca Khazaei et al. (2013) obtiveram modelos de SVM e RF com alta acuracia
mesmo com poucos genadtipos nos conjuntos de treinamento. Da mesma forma que o presente
estudo, os estudos anteriores também condensaram as classes da caracteristica estudada e
apenas duas classes, e os modelos atingiram performances excelentes (ENDRESSEN, 2010;
ENDRESSEN et al., 2011).

O numero e a forma de classificacdo dos acessos utilizados nos estudos de associacao
ndo é um fator limitante para o estabelecimento de modelos informativos quando as
associagfes entre caracteristicas fenotipicas e ecogeograficas foram estabelecidas por
processos de selecdo genética e adaptacdo. A associacdo preditiva envolvendo poucos
genotipos também se mostra significativa sob condi¢des de fluxo génico restrito e adaptacéo a
ambientes especificos (ENDRESEN, 2010; LARJAVAARA, 2014).

O grande potencial da estratégia FIGS e a robustez dos modelos em captar as
variacbes ambientais podem expandir as possibilidades de explorar bancos de germoplasma
de cartamo em busca de gendtipos com alto teor de Oleo, novas fontes de alelos para o
melhoramento, formacao de colecdo tematicas e estudos de genética de associacao para o teo

de dleo.

5. CONCLUSAO

Ha associacdo preditiva entre o teor de 6leo e variaveis ecogeograficas do local de
origem dos genatipos. Os resultados dos modelos reforcam o fato de que a estratégia de
identificacdo focada de germoplasma (FIGS) pode aperfeicoar a identificacdo de gendtipos de
cartamo com maior teor de Oleo. A associacdo preditiva entre o teor de Oleo e as
caracteristicas ecogeograficas do local de origem do germoplasma aumenta as chances de

encontrar genotipos com alto teor 6leo distribuidos em bancos de germoplasma.
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APENDICES

Tabela A. Matrizes de confuséo do conjunto de dados de treinamento e teste

Florestas aleatérias

Conjunto de Treinamento

Conjunto de Teste

Classe Classe predita  precisio . Classe Classe predita  precisao .
. T ——— Acuracia . _— Acuracia
Original Baixo Alto das classes Original Baixo  Alto das classes
Baixo teor 22 2 0.9617 Baixo teor 3 8 0.2727
0.9017 0.5%88
Alto teor 1 42 0.9767 Alto teor 6 16 0.7272
Maquinas de vetor de suporte radial
Conjunto de Treinamento Conjunto de Teste
Classe Classe predita  Precisao Acurécia Classe Classe predita  Preciséo Acurécia
Original Baixo Alto das classes Original Baixo Alto das classes
Baixo teor 14 9 0.6086 Baixo teor 4 4 0.500
0.8000 0.7500
Alto teor 2 42 0.9545 Alto teor 5 20 0.800
Maquinas de vetor de suporte linear
Conjunto de Treinamento Conjunto de Teste
Classe Classe predita  Preciséo - Classe Classe predita  Preciséo .
. —_— Acuracia .. —_———— Acuracia
Original Baixo  Alto das classes Original Baixo Alto das classes
Baixo teor 16 8 0.6667 Baixo teor 7 4 0.6364
0.7910 0.8125
Alto teor 6 37 0.8605 Alto teor 2 20 0.9090
Redes Neurais
Conjunto de Treinamento Conjunto de Teste
Classe Classe predita  Preciséo - Classe Classe predita  Preciséo .
. —_— Acuracia .. —_———— Acuracia
Original Baixo  Alto das classes Original Baixo Alto das classes
Baixo teor 21 2 0.9130 Baixo teor 11 4 0.7500
0.8933 0.7500
Alto teor 3 41 0.9318 Alto teor 4 14 0.7500
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Figura S1 Distribuicdo das classes de teor 6leo de genotipos cartamo nas caracteristicas

ecogeograficas de maior importancia indicadas pelos modelos.
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