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RESUMO

A cotonicultura no Brasil é caracterizada por uma grande diversidade de sistemas de
producéo, incluindo areas com modernizacdo intensa praticada em bases empresariais
como na Regido dos Cerrados, até pequenos nucleos de producdo direcionados ao
atendimento de nichos de mercado ligados a agricultura de base familiar que se
encontra em processo de expansao e estruturacdo na Regido Semiarida. Dessa forma,
este estudo objetivou desenvolver modelos baseados em medidas hiperespectrais NIR
para andlise de sementes e caracterizar formas locais de algodoeiro quanto a
diversidade e estruturacdo genética, qualidade tecnolégica da fibra e potencial de uso
da folhagem para fins forrageiros. Usando a técnica de imagens hiperespectrais no
infravermelho proximo associada a analise quimiométrica foi possivel desenvolver
novos métodos capazes de classificar sementes de algodoeiro imaturas e sadias e
sementes viaveis e nao viaveis de forma rapida, segura e ndo destrutiva. O uso
do marcador genético-molecular baseado em PCR Inter Simple Sequence Repet foi
capaz de revelar padrbes de diversidade e estruturacdo genética intra e interespecifica
de formas perenes de algoddo alotetrapléide domesticado (Gossypium hirsutum L. r.
marie-galante e Gossypium barbadense L.) sendo, portanto, promissores para
caracterizacao genética. A caracterizacdo genética de quatro populagdes do algodoeiro
G. hirsutum L. r. marie-galante, usando esse marcador genético-molecular, indicou que
as mesmas apresentam baixos niveis de diversidade genética total e intrapopulacional,
alta diferenciacdo genética, baixo fluxo génico e estdo estruturadas em dois grupos
genéticos espacialmente estruturados. A avaliacdo da pluma de algodédo das quatro
populacdes demonstrou que a maioria das caracteristicas tecnologicas de fibra esta
dentro do esperado para cultivares modernas. As caracteristicas agrondmicas variam
entre essas quatro populagdes e séo influenciadas pela fenofase de desenvolvimento.
Sua folhagem apresenta perfil quimico-bromatoldgico potencialmente apropriado para
alimentacdo de ruminantes em todas as fenofases, mas sua quantidade e qualidade

quimico-bromatoldgica sdo maiores nas fenofases de florescimento e pés-frutificacéo.

Palavras-chave: Gossypium L. Qualidade de sementes. Fibra natural. Diversidade

genetic. Potencial forrageiro.




ABSTRACT

Cotton growing in Brazil is characterized by a great diversity of production systems,
including modernization intense based in agribusiness from Cerrado region, beside
small production centers directed to niche markets linked to family-based agriculture that
is expansion process and structuring in the Semiarid Region. Thus, this study aimed to
develop models based on NIR hyperspectral measurements for seed analysis and to
characterize local forms of cotton in terms of diversity and genetic structure,
technological quality of fiber and potential use of leaf biomass for forage purposes.
Using the near infrared hyperspectral imaging technique associated with chemometric
analysis it was possible to develop new methods capable of classifying immature and
healthy cotton seeds and viable and non-viable seeds in a fast, safe and non destructive
manner. The genetic marker of the PCR-based Inter Simple Sequence Repet used was
able to reveal patterns of diversity and intraspecific genetic structuring of perennial
cotton (Gossypium hirsutum L. marie-galante and Gossypium barbadense L.), and
therefore, promising for genetic characterization. Genetic characterization the
populations G. hirsutum L. r. marie-galante using this genetic-molecular marker
indicated low levels of total and intrapopulation genetic diversity, high genetic
differentiation, low gene flow and are structured into two spatially structured genetic
groups. The cotton plume evaluation of the4 populations showed that most fiber
technological characteristics are within the expected range for modern cultivars.
Agronomic characteristics vary among these populations and are influenced by the
developmental phenophase. Its leaf biomass presents a chemical-bromatological profile
potentially suitable for ruminant feeding in all phenophases, but its quantity and

chemical-bromatological quality are higher in flowering and post-fruiting phenophases.

Keywords: Gossypium L. Seed quality. Natural fiber. Genetic diversity. Forage potential.
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INTRODUCAO

A cultura do algoddo (Gossypium L.) produz a fibra natural mais importante do
mundo para a indastria téxtil, enquanto suas sementes sdo utilizadas como matéria-prima
para fabricacdo de 6leo vegetal, racao animal e fertilizante organico.

O Brasil € um dos principais produtores e exportadores de fibra de algoddo do
mundo, contribuindo com 6% do total (Conab, 2017). No passado, a cotonicultura
brasileiraera praticada, principalmente, na Regido Semiarida que ocupava o status de maior
produtora do pais (Freire, Costa e Andrade, 1997), mas atualmente esse posto € ocupado
pela Regido dos Cerrados que € responsavel por 93,7% do total do algoddo produzido
(Conab, 2017).

A cotonicultura que € atualmente praticada na Regido Semiarida esta direcionada ao
atendimento de nichos de mercado, como o algodao colorido, organico e agroecoldgico, que
embora ndo possua a mesma expressao econdmica da cotonicultura empresarial da Regido
dos Cerrados, gera ocupacao e renda para pequenos agricultores de base familiar (Coélho,
2017).

Existe um estoque razoavel de tecnologias que contribuem com a cotonicultura da
Regido Semiarida tais como cultivares tolerantes a seca e que produzem fibras com
caracteristicas diferenciadas (fiboras de comprimento longo e extralongo e naturalmente
coloridas), além de tecnologias de cultivo que possibilitam a producdo de fibras mais
sustentaveis como 0 manejo organico e agroecoldgico. Entretanto, para que essas
tecnologias continuem sendo disponibilizadas de forma continua, as pesquisas nesse setor
necessitam ser priorizadas.

Este estudo contempla duas areas de pesquisa importantes que poderdo contribuir
com o desenvolvimento da cotonicultura da Regido Semiarida, tais como desenvolvimento
de novas metodologias para analise de atributos de qualidade de sementes e a
caracterizacao dos recursos genéticos de algodao domesticado de origem local.

O desenvolvimento de novas metodologias para andlise dos atributos de qualidade
de sementes de algoddo se justifica pela necessidade do setor por metodologias mais
eficientes, pois embora existam testes padronizados (testes de germinacgao e vigor), nenhum
deles corresponde aos requisitos de precisdo e a rapidez desejada. Neste estudo, foram
desenvolvidos modelos preditivos de atributos de qualidade de sementes baseados na
técnica de imagens hiperespectrais (HSI) na regido do infravermelho préximo (NIR). Essa
técnica vem sendo aplicada a varios segmentos do setor de sementes agricolas, incluindo
determinacédo da viabilidade de sementes, deteccdo de patdgenos associados, classificacdo
de sementes com danos fisicos, entre outras aplicagbes (Rahman e Cho, 2016) cujos

beneficios em relacdo aos métodos tradicionais atualmente em uso incluem maior
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velocidade analitica, facilidade de operacao, a ndo destruicdo da amostra e possibilidade de
analisar varias caracteristicas simultaneamente (Cozzolino e Roberts, 2016).

Outra demanda da cotonicultura na Regido Semiarida € a necessidade de
caracterizar os recursos genéticos de algodao domesticado de origem local (G. barbadense
L. e G. hirsutum L r. marie-galante) que, apesar de serem considerados obsoletos para
exploracdo econbmica, sdo importantes para comunidades agricolas locais e uma fonte
potencial de variabilidade genética para programas de melhoramento. Por essa razao,
caracterizaram-se neste estudo algumas formas locais de algodoeiros foram caracterizadas
guanto a diversidade e estruturacdo genética, qualidade tecnoldgica da fibra e potencial de
uso da biomassa foliar para fins forrageiros.

A caracterizacdo genética de algodoeiros de origem local é importante para delinear
estratégias de conservacdo, pois sua manutencdo in situ esta frequentemente ameacada
por mudangas nos habitos culturais e uso da terra (Menezes et al.,, 2017). Essa € a
realidade de muitas outras formas locais de algoddo domesticado em todo mundo, e se nédo
for contornada, podera vir a comprometer a sustentabilidade da producdo de fibras de
algoddo em longo prazo, uma vez que a perda de variacdo genética devido a erosdo
genética pode diminuir a capacidade dos programas de melhoramento de criarem novas
cultivares adaptadas as mudangas ambientais bioticas e abidticas em longo prazo (Boopathi
e Hoffmann, 2016).

A fibra dos algodoeiros de origem local como G. hirsutum L r. marie-galante, é
conhecida por apresentar qualidade tecnolégica superior a de algodoeiros herbaceos (G.
hirsutum L. r. latifolium), mais especificamente quanto ao seu comprimento (Delhom et al.
2017), entretanto, os materiais mantidos por agricultores ou até mesmo aqueles
conservados em bancos de germoplasma nao sdo caracterizadas o suficiente para atrair o
interesse de produtores, da industria e dos programas de melhoramento. Verificar se as
mesmas atendem aos padrbes de qualidade estabelecidos pela industria téxtil e pelos
programas de melhoramento pode viabilizar o aproveitamento deste recurso genético nestes
setores (Beltrdo e Azevedo, 2008).

Além da producéo de fibra, as lavouras de algoddo na Regido Semiarida também
fornecem uma grande quantidade de biomassa foliar que pode ser til como recurso
forrageiro para ruminantes, tendo visto que nessa regido ha escassez de forragem para 0s
rebanhos na estacdo seca. Esta hipotese é sustentada pelo fato de que as lavouras de
algoddo perene eram consideradas um importante subsistema de producdo de forragem
para ruminantes no passado (Moreira, 1989). Nesse sentido, estudar os caracteres
agrondmicos relacionados com a producdo de biomassa foliar bem como a sua composicdo
quimico-bromatolégicos podera dar suporte a utilizacdo do algodoeiro perene como uma

opcao forrageira para ruminantes no Semiarido brasileiro.
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Os estudos que compde este trabalho estdo apresentados em capitulos em formato

de artigo cientifico cujo destino final sera a publicacdo em periédicos nacionais e

internacionais de acesso aberto.
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OBJETIVOS

1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver modelos baseados em medidas hiperespectrais NIR para andlise de

sementes e caracterizar formas locais de algodoeiro quanto a diversidade e estruturacao

genética, qualidade tecnoldgica da fibra e potencial de uso da folhagem para fins

forrageiros.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Obter um modelo para a classificagcdo de sementes de algod&o imaturas a partir de
imagens hiperespectrais no infravermelho proximo associadas a andlise
quimiométrica.

Desenvolver um método rapido, ndo destrutivo e um procedimento analitico eficaz
para classificar sementes vidveis e ndo viaveis de algoddo utilizando imagens
hiperespectrais no infravermelho préximo associada a andlise quimiomeétrica.
Acessar a diversidade genética intra e interespecifica, de formas perenes de algodao
alotetrapléide domesticado das espécies Gossypium hirsutum L. r. marie-galante e
Gossypium barbadense L., por meio de marcadores moleculares.

Avaliar a qualidade tecnolégica da fibra e determinar os niveis de diversidade e
estruturacdo genética de populagdes de algodoeiro arboreo do Estado da Paraiba,
Brasil.

Avaliar as caracteristicas agronémicas e a composicdo quimico-bromatologica da
folhagem do algodoeiro Gossypium hirsutum L. r. marie-galante, analisando suas

implicacdes para fins forrageiros.
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CAPITULO 1

AUTOMATIC  DETECTION AND  CLASSIFICATION OF IMMATURE
COTTONSEEDS BASED ON NIR HYPERSPECTRAL IMAGING

ABSTRACT: In commercial cottonseed lots, undesirable external contaminants and
defective seeds must be removed during the processing operation because they may
damage the final quality. The fast and automatic identification of defective seeds in
commercial lots is desirable for both the industry and the producer. The present paper aims
to obtain a model to classify immature cottonseeds through the near-infrared hyperspectral
imaging (NIR-HSI) associated with chemometric data analysis. The samples were obtained
by considering a spectral camera (Specim, Filand) in the range from 1.000 to 2450 nm. For
exploratory purposes, the resulting data were then preprocessed by the Standard Normal
Variate (SNV) correction, and by the Principal Component Analysis (PCA). Thereafter, we
constructed models for healthy and immature seeds classification through the minimum
partial least squares discriminant analysis (PLS-DA). The results using the NIR-HSI model
gave the possibility to classify immature from different genotypes cottonseeds with high-
precision (prediction accuracy was 100%). The PLS-DA classification models gave
acceptable results by the use of the spectral profile of each pixel and the pixels of the
cottonseed area, but the model using the pixels of the cottonseed area has shown as the
most suitable model for application in seed analysis due to its provision of similar results
compared to the reference method, but it has the advantage of being quicker and
automatically performed. From the PLS-DA model, its prediction map allows detecting
immature seeds in a set of samples that may be useful for the development of an automated

sorting system and internal quality control purposes.

KEYWORDS: Spectroscopy. near-infrared. seed technology. non-destructive methods.

Gossypium.

1. INTRODUCTION

Cotton is an important agricultural product for the world economy (Ali et al., 2016).
The cotton harvest is destined to fiber production, but its seed, which is a byproduct of fiber
processing, is an important raw material for the edible oil industry and biodiesel production
(Gondim-Tomaz et al., 2016).

The technology employed in the cotton production field has raised harvest
productivity levels worldwide (Norman et al., 2016). This is due to the development of

genetically modified cultivars particularly, which is a key factor for high harvest yields (Soares
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et al., 2016). As the seed is the transfer vector of this technology, the development of
technological solutions for the seed agricultural sector needs to be prioritized.

Several seed quality analyses can be performed using analytical methods based on
classical spectroscopy and near-infrared hyperspectral imaging (NIR-HSI) associated with
the chemometric data analysis (Rahman and Cho, 2016). The benefits of these instrumental
methods over traditional ones are the analytical speed, their facility, and the non-destruction
sample (Cozzolino and Roberts, 2016).

The HSI-NIR technique combines and integrates the image and spectroscopy in order
to acquire spectral and spatial information about the sample at the same time (Piqueras et
al., 2014; Cozzolino & Roberts, 2016). This is important because the properties and
characteristics of plant samples, such as fruits and seeds, often vary spatially (Gowen et al.,
2010; Agelet & Hurburgh, 2014).

This technique has been applied to several segments of the agricultural sector (Dale
et al., 2013), including seeds, which has been widely studied as a non-destructive analytical
method (Rahman and Cho, 2016). Some of the available studies show this technique is
efficient for non-destructive classification of viable and non-viable seeds of Capsicum pepper
(Mo et al., 2014), and beetroot (Ahn et al., 2012), and for detecting watermelon infected by
bacteria (Lee et al.,, 2017) and wheat infected by fungi (Willams et al., 2012), for
discriminating different geographical origins of Jatropha curcas L. seeds (Gao et al., 2013),
among other applications.

Focus on cottonseed technology, this technique has been used only for varietal
classification (Soares et al., 2016). However, the technique also has the potential to analyze
other important aspects related to physical and physiological quality, such as detection and
classification of defective seeds in processed seed lots.

During the cottonseed processing operation, we realized external contaminants and
defective seeds are harmful to the lot quality and, therefore, they were removed with the
assistance of processing machines, which were classified by its density and size (Queiroga
and Cavalcanti-Mata, 2016). Immature, malformed, insect-attacked seeds, which are
physically damaged, among others, may be considered as defective. Since these are usually
poor quality, such inefficient classifications on the processing machines may compromise the
final quality of the seed lot.

An alternative to overcome this inconvenience may be the use of some internal
quality control that aims to ensure the obtaining of high-quality seeds with minor losses and
costs. For that purpose, it is required highly qualified operators and the most advanced
technologies in the field of processing seeds (Olesen et al., 2014).

Considering that speed, accuracy, and costs of processing are important aspects for
industry, related to the production of high-quality seeds (Olesen et al., 2014), the use of

techniques that allow quicker and automatic identification of immature seeds in commercial
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lots would be highly desirable and beneficial. Thus, the aim of this paper is to obtain models

for the detection and classification of immature cottonseeds using NIR-HSI data.

2. MATERIAL AND METHODS
2.1. Obtaining samples

We used seeds from three cotton genotypes: two upland genotype cotton
(Gossypium hirsutum L. r. Latifolium Hutch), and one arboreal cotton (Gossypium hirsutum L.
r. marie-galante Hutch). The upland BRS Aroeira and BRS 286 cotton are cultivars
developed by the Brazilian Agricultural Research Agency (Embrapa Cotton) located in the
city of Campina Grande, State of Paraiba, in Brazil. The genotype of arboreal cotton (mocé
cotton) is an access that belongs to the germplasm bank of Embrapa Cotton.

In addition, we performed a visual classification from the standard sample that
contains 350 g of seeds of each genotype into two classes. Those that show an external
surface without deformations, but uniform brown stain, were classified by healthy, and those
that show a deformed surface, but yellowish stain, were classified by immature (see Figure
1). This classification shall be used as the reference method to validate classification models.

® &®"° & &
e oD
oW <« o

10 mm
Figure 1. Visually classified Healthy (a) and immature (b) cottonseeds.

2.2. NIR-HSI acquisition

The acquisition was performed by SisuUCHEMA spectral imaging camera (Specim
Spectral Imaging Ltd. - Finland). The seeds were spatially distributed on a Teflon plate
accommodated on the camera sample-holder (Fig. 1). Besides, we used a 200 mm lens (50-
31 mm diameter) and a line scanning system operating in a wavelength range of 900-
2493.75 nm with 6.25 nm intervals. This wavelength range was segmented into 255 slices,
resulting in a NIR-HSI image cube with 255 images (one image per wavelength slice). The
spectra were then acquired in-line and converted in pseudo-absorbance, in where we
disregarded reflectance values greater than one unit, and regions with more than one peak
were replaced by the median value.
2.3. NIR-HSI treatment

We performed an image treatment to separate the region of interest (seeds) from the
background region (Teflon plate). For that purpose, we grouped pixels based on their
spectral information by using the Principal Component Analysis (PCA). When we observe the

principal components from PC1 x PC2 projection (Fig. 2.a), it can be verified that pixels
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referring to the interest and background regions (Fig.2) were separated into distinct groups,
which allowed the delimitation and exclusion of background pixels, leaving only the region of

interest.

PC2 (1.22%) )
T
P20 VOO

PC1(98.6%) D [ 4 [ 4
Figure 2. Principal component analysis (a) and NIR-HSI technique of cottonseeds before (b)

and after the background removal (c).

2.4. Data pre-processing

In the data pre-processing, we use Standard Normal Variate (SNV) correction to
remove scattering effects and particle size from the samples (Ferreira, 2015). The crude (a)
and post-pretreatment (b) spectra with SNV correction are shown in Figure 3. In addition, we

discarded variables out of the range from 1.000 to 2450 nm due to their high noise (Fig. 3b).
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Figure 3. Crude (a) and post-pretreated spectra with SNV correction (b).

2.5. Classification model adjustment

Initially, we performed an exploratory analysis of the spectral data by using PCA.
Later, by using the Partial Least Squares - Discriminate Analysis (PLS-DA) algorithm we
classify the seeds. In addition, we adjusted two PLS-DA classification models: first, a spectral
profile of each pixel (pixel-wise spectral), and second, a spectral profile pixel from the
cottonseed area (object-wise spectral).

From each cotton genotype, we separated 75 seeds of each class into the training set

(150 seeds), and 25 seeds of each class for the validation set (50 seeds). For each
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genotype, the test set consists of five samples containing 400 seeds (2,000 seeds). Each
sample contains a different ratio of immature seeds, ranging from 0.5 to 6.0%. Samples
containing a low immature seeds ratio relating to healthy seeds were chosen because the
occurring rate of immature seeds in the seed lots has varied from 1 to 3%.
2.6. Modeling environment

By using the Evince Image Multivariate Analysis Software (Evince), we performed a
classification model for the image processing, preprocessing, exploratory analysis, and
adjustment stages.
2.7. Classification model evaluation

When all samples of validation set have been predicted and assigned to a class, and
the total number of True Negatives (TN), False Positives (FP), False Negatives (FN), and
True Positives (TP) were computed to create a confusion matrix. The diagnostic statistics
used to validate PLS-DA models are: specificity and sensitivity, which are calculated from the
confusion matrix.

The specificity (Sp) and the sensitivity (Se) are calculated, respectively, by:
TN

Sp = TN+FP )
TP
Se = TP+FN )

The NMC is the most intuitive diagnostic statistics from all. It indicates the number of
samples that are wrongly classified by the model. The sensitivity is a measure of how well
the model is able to correctly classify the samples of the class of cases, while the specificity
measures how well the model can predict samples from the class of controls (Szymanska et
al., 2012).

The resulting PLS-DA models were employed in order to classify the samples in the
test set. The absolute error was calculated through the difference between the measured

value from the reference method and the predicted value from the model.

3. RESULTS AND DISCUSSION

The data exploratory analysis revealed grouping differences among seed classes,
which means that the obtained spectral information from NIR-HSI has discriminatory power.
It has also been verified in the PCA the total data variation contained in the components
(PC1 and PC2) was 74% for the analysis by using pixel-wise spectral (Fig. 4 a) and 82% for
the analysis by using objects-wise spectral (Fig. 4 b), which is the most information contained

in the first component (53.3 and 57.5%, respectively).
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Figure 4. PCA scores (PC1 x PC2) for a set of healthy and immature cottonseeds spectral

data considering pixel-wise spectral (a) and object-wise spectral (b).

Analyzing the scores in the projections of the two principal components (PC1 x PC2),
it can be observed, based on their spectral information, that the samples referring to the two
cottonseed classes tend to form distinct groups. However, it can be also observed the
existence of outliers that we believed to be inherent to the variability of population elements
and, therefore, they were included in the adjustment of the PLS-DA models. When analyzing
the mean spectra of the two cottonseed classes (Fig. 5), we observed they differ in almost
the entire spectral range.

0.75

0.5

—— Healthy seed

Pseudo-absorbance

—— Immature seed

1000 1300 1600 1900 2200
Wavelength (nm)

Figure 5. Mean spectrum of healthy and immature cottonseeds in the range of the near-

infrared region from 1.000 to 2.450 nm.

This is caused by the differences in the seeds' chemical composition from each class
due to the existence of a clear separation of the spectra in the wavelength regions. The
associated vibration bands to several chemical compounds abundant in the cottonseed, such

as water, proteins, lipids, and carbohydrates can be found in Table 1.
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Table 1. Interpretation of spectral bands of some compounds present in cottonseeds

abundance.

Wavelength (nm) Associated structure Vibration bond Chemical compost
1430 H,O O-H second overtone Water

1450 ROH O-H first overtone Carbohydrate
1500 RNH, N-H first overtone Protein

1900 RCO,H C=0 second overtone Lipid

1930 ROH O-H second overtone Carbohydrate
1970 H,O O-H first overtone Water

1980 RCO,R C=0 first overtone Lipid

2180 RNH, Combination band Protein

2240 H,O Combination band Water

When analyzing the mean spectra, it can be found that the immature class has lower
pseudo-absorbance values in all regions of the vibration bands highlighted previously in
Table 2. This suggests the content of the chemical compounds corresponding to these
regions may be lower in immature seeds than in healthy ones.

Some previous soybean studies have shown this difference is common in the
chemical composition between physiologically mature and immature seeds (Obatolu and
Osho, 2006), where immature seeds present lower contents of reserve compounds probably
for not having completed the reserve accumulation stage during the maturation process.

This lower content of reserve compounds seems to influence physical characteristics,
such as size, weight, and staining of seeds (Fig. 1). These characteristics are generally used
for the recognition of immature seeds by analytical methods. However, in a universe with
large volumes sample and low laboratory operating capacity, the classification by this
method can be time-consuming and costly due to the need for specialized staff.

Therefore, we believe, based on chemical information provided by NIR-HSI, that
classification of immature seeds may be promising for cottonseed industry. This occurs due
to NIR-HSI technology has potential to replace conventional analytical methodologies to the
agricultural seed industry, as demonstrated by Chelladurai et al. (2014) which used NIR-HSI
associated with the chemometric data analysis to detect insect attack damages in soybean
seeds. Similarly, McGoverin et al. (2011) has also predicted the viability of barley, wheat, and
sorghum seeds and Huang et al. (2016) the varietal classification of maize seeds.

By analyzing the classification results of the samples from the validation set (Table 2),
it can be verified that the PLS-DA model by object-wise spectral allowed to obtain a higher
correct classification rate and hence with greater accuracy. This indicates the classification
model that uses object-wise spectral provides closer results to those from the reference
method. It should be also emphasized that it has provided high accuracy in the classification
of immature seeds from the three cotton cultivars, with the high specificity and sensitivity

values for detecting seeds from this class.
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Table 2. Healthy and immature cottonseeds classification from PLS-DA models.

Classification (%)

Genotype PLS-DA Model Class Correct Incorrect e Sp
. : Healthy seed 92.2 7.8
. Pixel-wise spectral Immature seed 96.3 37 0.922 0.963
BRS Aroeira Healthy seed 100.0 0.0
Object-wise spectral Immature seed 100.0 0.0 1.000 1.000
. : Healthy seed 98.1 1.9
Pixel-wise spectral Immature seed 99.8 0.2 0.999 0.973
BRS 286
Object-wise spectral Healthy seed 96.0 4.0 1.000 0.960
Immature seed 100.0 0.0 ' '
. . Healthy seed 96.3 3.7
] Pixel-wise spectral Immature seed 971 29 0.979 0.951
Moco cotton Healthy seed 96.0 40
Object-wise spectral Immature seed 100.0 0.0 1.000 0.960

Sensitivity (Se) and specificity (Sp).

In addition, it was also verified existing discrepancies between the classification rate
of immature seeds obtained by the reference method and the PLS-DA models in most
samples from the test set (Table 3).

Table 3. Reference analysis (%), model classification (%), and absolute error from PLS-DA

models used for immature cottonseeds classification in the test set

Sample Reference analysis

Genotype PLS-DA model Model rating (%) Error

(%)
1 0.5 1.8 1.3
2 1.0 1.8 0.8
Pixel-wise spectral 3 2.0 2.8 0.8
4 4.0 3.8 0.2
. 5 6.0 5.7 0.3
BRS Aroeira 1 05 05 0.0
2 1.0 1.0 0.0
Object-wise spectral 3 15 15 0.5
4 35 35 0.5
5 5.7 5.7 0.3
1 0.5 0.5 0.0
2 0.6 0.6 0.4
Pixel-wise spectral 3 1.4 1.4 0.6
4 2.1 2.1 1.9
5 3.5 3.5 2.5
BRS 286 1 0.5 0.5 0.0
2 0.7 0.7 0.3
Object-wise spectral 3 2.2 2.2 0.2
4 4.0 4.0 0.0
5 6.0 6.0 0.0
1 1.1 1.1 0.6
2 1.2 1.2 0.2
Pixel-wise spectral 3 1.9 1.9 0.1
4 2.8 2.8 1.2
. 5 4.5 4.5 15
Moco cotton 1 05 05 00
2 1.2 1.2 0.2
Object-wise spectral 3 2.0 2.0 0.0
4 4.0 4.0 0.0
5 5.5 5.5 0.5
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However, the absolute error of the samples classified by the PLS-DA model by object-
wise spectral was lower compared to the PLS-DA model by pixel-wise spectral. Besides the
low absolute error, the number of incorrectly classified samples by the PLS-DA model by
object-wise spectral was also lower (Table 3), revealing a low classification difference
performed by this model and the reference method. In addition, it shows the information
provided by this model is almost similar to the reference method.

In Figure 5, it is plotted the seed classification of the PLS-DA model by using the
object-wise spectral. It can be verified the pixels classification by staining (a) is in full

agreement to the reference analysis (b).
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Figure 5. Prediction map for healthy and immature cottonseeds of the PLS-DA model by
using object-wise spectral.

These results demonstrate the model makes spatial detection of immature seed
possible in a representative sample set (400 seeds). Besides, in seeds that were classified
as immaturely, there is the occurrence of healthy class pixels, as shown by the second and
19th seeds (Figure 5a), suggesting the existence of possible different degrees of
immatureness in seeds. However, it can only be detected by the HSI-NIR technology

associated with the chemometric data analysis.

4. CONCLUSIONS

By using the spectral profile pixels of cottonseed area (object-wise spectral), the PLS-
DA classification model is shown as the most suitable for application in seed analysis due to
its provision of similar results as the reference method, but with the advantage of being
quicker and automatically performed. The prediction map allows detecting immature seeds in
a set of samples that might be useful for the development of an automated sorting system

and internal quality control purposes.
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CAPITULO 2

CLASSIFICACAO DE SEMENTES DE ALGODAO VIAVEIS E NAO VIAVEIS
USANDO IMAGENS HIPERESPECTRAIS NO INFRAVERMELHO PROXIMO

RESUMO: A germinacdo é uma variavel importante na analise da qualidade de lotes de
sementes comerciais e para gestdo dos estoques de sementes armazenadas. Neste
estudo, objetivou-se classificar sementes de algod&o viaveis e ndo viaveis usando a técnica
de imagens hiperespectrais na regido do infravermelho préximo (HSI-NIR). Para tanto, foram
examinados dados de HSI-NIR de sementes viaveis e ndo viaveis obtidas na faixa de 1000-
2.500 nm. A andlise de componentes principais (PCA) foi utilizada para fins exploratérios e
analise discriminante de minimos quadrados parciais (PLS-DA) para construir um modelo de
classificacdo das sementes conforme seu status de viabilidade. Sementes viaveis e néo
vidveis foram discriminadas na PCA e uma excelente classificacdo usando o modelo PLS-
DA foi alcangada, sobretudo, quando aplicado pré-processamento espectral SNV aos dados,
atingindo taxa de classificagdo correta de 97% para ambas as classes. Os resultados de
predicdo usando PLS-DA apresentaram alta concordancia com os valores fornecidos pelo
teste de germinacdo (erro <10). Mapas de previsdo gerados a partir da classificacdo
individual dos pixels da imagem pelo modelo PLS-DA possibilitaram visualizar
espacialmente a distribuicdo das sementes de cada classe na imagem. Este estudo mostrou
gue a técnica HSI-NIR associada a analise quimiométrica mostrou-se de fato viavel para

determinacéo rapida e ndo destrutiva da viabilidade das sementes de algodao.

PALAVRAS-CHAVE: Gossypium hirsutum. discriminagdo. andlise ndo-destrutiva. industria

de sementes. germinagao.

1. INTRODUCAO

O algodéao (Gossypium L.) é uma cultura agricola de importancia global cultivada em
mais de 60 paises para producdo de fibra téxtii e sementes para extracdo de Oleo
comestivel, fabricagdo de ragdo animal e fertilizante organico (Abrapa, 2018).

A cultura tem prosperado em paises e regiées com condi¢es climéticas favoraveis e
que dispde de é&reas passiveis de mecanizacdo e irrigacdo (Constable et al., 2015).
Contudo, a melhoria no rendimento e na qualidade de fibra tem sido atribuida,
principalmente, ao trabalho de melhoramento genético da cultura que tem criado cultivares
de alto rendimento e melhor qualidade de fibra (Boopathi e Hoffmann, 2016).

A multiplicacéo e distribuicdo dos novos cultivares de algodado séo realizadas pelo
setor de producdo de sementes, obedecendo aos padrdes nacionais e internacionais

(Queiroga e Cavalcanti-Malta, 2016). Antes da distribuicdo, os lotes de sementes precisam
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ser submetidos a uma série de testes, incluindo a determinacdo da viabilidade. Embora o
teste padrédo de germinacdo seja o mais difundido para avaliar a viabilidade das sementes
de algodédo, também existem alguns métodos alternativos como a analise de imagem de
raios-X e coloracdo com sal de tetrazdlio (Na et al., 2014; Sawarkar, 2017).

Cada um desses métodos possuem vantagens e desvantagens, mas nenhum
corresponde aos requisitos de precisdo e a rapidez desejada pelos laboratérios de analise
de sementes. Outro aspecto a ser considerado é que o teste de germinacao é destrutivo,
ocasionando uma preocupac¢ao particular aos bancos de germoplasma, uma vez gque 0s
estoques de sementes de alguns genétipos podem ser pequenos.

Para contornar esses inconvenientes, varias técnicas baseadas em o¢ptica tém sido
estudadas para aplicacdo na determinacéo da viabilidade de sementes agricolas, tais como
analise de imagens digitais, espectroscopia convencional, imagem hiperespectral, imagem
de raios-X e imagem térmica, cujos beneficios em relacdo aos métodos tradicionais séo a
maior velocidade analitica, facilidade de operacdo e ndo destroem a amostra (Rahman e
Cho, 2016). Destes, a técnica de imagem hiperespectral (HSI) é de longe, a que tem
despertado mais interesse para diagnosticar a viabilidade de sementes agricolas e, se
devidamente otimizada, tem grande potencial para ser incorporada a linha de producéo da
industria de sementes.

A técnica HSI combina espectroscopia convencional e imagens digitais
simultaneamente para adquirir informacéo espectral e espacial (Gao et al., 2013). As HSI
formam uma estrutura tridimensional (hipercubo) consistindo de duas dimensdes espaciais
(x e y) e uma dimensdo de comprimento de onda espectral (A) (Kandpal et al., 2013;
Grusche, 2014) do qual sédo extraidas as informacdes para detectar ou quantificar o analito
de interesse, mas, devido ao grande numero de varidveis de dados, uma analise
multivariada é, portanto, necessaria para extrair e interpretar a informagéo contida nos
espectros (Kamruzzaman e Sun, 2016).

Considerando as inumeras limitagbes que métodos convencionais para determinagéo
da viabilidade de sementes de algodao apresentam, no presente trabalho objetivou-se
desenvolver um método rapido, ndo destrutivo e um procedimento analitico eficaz para
classificar sementes viaveis e ndo viaveis de algodao utilizando imagens hiperespectrais no

infravermelho proximo associada a andlise quimiométrica.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Obtencao e preparo das amostras

As amostras utilizadas foram provenientes de um lote de sementes comercial de
algodao herbaceo (upland cotton) do cultivar BRS Aroeira cedido pela Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecuaria — Unidade Embrapa Algoddo. Como esse lote de sementes

apresentava alta porcentagem de sementes viaveis (98%), aplicou-se um tratamento de
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envelhecimento artificial acelerado para gerar sementes néo vidveis. Para tanto, adaptou-
se a metodologia sugerida pela AOSA (1983) que consistiu na distribuicdo de uma camada
Unica de sementes sobre uma bandeja de tela de malha metélica suspensa sobre 40 mL de
agua no interior de uma minicAmara (caixa plastica do tipo “gerbox” 11x11x3,5 cm). Esta foi
incubada a temperatura de 45 °C e aproximadamente 100% de umidade relativa. As
sementes foram retiradas ap6s 72, 120, 150 e 200 horas de incubacado e colocadas para
secar numa estufa com circulacéo forcada de ar (30+5°C) até atingirem o grau de umidade
inicial (12,5%).

Em seguida, uma amostra de cada foi submetida ao teste de germinag¢édo conforme
as Regras para Anadlise de Sementes (Brasil, 2009) adotada no Brasil. Verificou-se que a
viabilidade diminuiu com o tempo de envelhecimento de modo que foram formados grupos
de amostras com diferentes porcentagens de sementes viaveis e ndo viaveis. Além disso,
nenhuma diferenga visual foi detectada entre sementes vidveis e n&o viaveis apos a
aplicacdo do tratamento de envelhecimento artificial acelerado.

2.2. Amostragem e aquisicao das imagens hiperespectrais

As amostras utilizadas foram acondicionadas a temperatura de 21+2 °C e 55% de
umidade relativa durante 36 horas antes da aquisicdo das imagens. As imagens foram
adquiridas usando um Espectrémetro de Imagens Hiperespectrais SisuUCHEMA (Specim,
Spectral Imaging Ltd., Oulu, Finlandia) com o software ChemaDagq, versédo 3.621.992.6-R
no Laboratério de Tecnologia quimica da Embrapa Algodao.

As amostras foram identificadas individualmente e distribuidas espacialmente sobre
0 suporte de amostras da camera. Para captura das imagens foi usada uma lente de
ampliagdo de 50 mm (0,156mm = 156 micrébmetros) com uma resolugdo espectral de 6,5
nm a uma exposicdo de 1,6 ms com um alcance espectral de 900-2500 nm. Esta faixa de
comprimento de onda foi segmentada em 255 fatias, resultando em um cubo com 255
imagens (uma imagem por fatia de comprimento de onda). Os espectros foram adquiridos
em linha, sendo desconsiderados os valores maiores que uma unidade e as regides com
spikes foram substituidas pelo valor da mediana. As imagens brutas foram corrigidas
automaticamente para referéncias brancas (100%) e escuras (0%) e convertidas para
pseudo-absorbancia. Uma varredura de referéncia foi realizada antes da aquisicdo das
imagens.

Apés aquisicdo das imagens, as sementes foram enviadas ao Laboratério de
Andlise de Sementes pertencente ao Centro de Ciéncias Agréarias / Universidade Federal
da Paraiba (CCA/UFPB) para determinacéo da viabilidade por meio do teste de germinacéo
conforme as Regras para Andlise de Sementes (Brasil, 2009). Assim foi possivel associar
diretamente o perfil espectral de cada semente com seu status de viabilidade (viavel = 1 ou
nao viavel = 0).

2.3. Pré-processamento do conjunto de dados
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A andlise de componentes principais (PCA) foi aplicada em toda a imagem. Os pixels
referentes ao plano de fundo e as amostras foram claramente separados no gréafico dos
escores (Figura 1 a) exibindo também um padrdo de coloracdo distintos no grafico de
imagem Contour 2D (Figura 1 b). Isso permitiu remover manualmente os pixels

correspondentes ao plano de fundo deixando apenas os pixels das amostras (Figura 1 c).
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Figura 1. Analise de componentes principais (a) e imagens Contour 2D antes (b) e ap6s

exclusao do plano de fundo (b).

2.4. Desenvolvimento do modelo de classificagédo

Neste estudo, os pixels correspondentes a éarea de cada semente foram
considerados como um objeto para andlise, sendo designados 200 objetos de cada classe
para o conjunto de treinamento e 100 objetos de cada classe para o conjunto de teste. Para
andlise exploratoria utilizou-se a PCA e para classificacdo foram desenvolvidos modelos
baseados na Analise Discriminante por Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA) usando
espectros brutos e pré-processados.

O desempenho do modelo foi avaliado pela precisdo da classificagdo do conjunto de
teste. O modelo com melhor desempenho foi utilizado para predicdo da viabilidade de cinco
conjuntos de amostras (n=100) com diferentes porcentagens de sementes viaveis (A = 98%,
B =90%, C =80% D = 70% e E= 20% de sementes viaveis). Os resultados de predicdo do
modelo foram confrontados com os fornecidos pelo método de referéncia (teste de
germinacéo), sendo calculado o erro absoluto de predi¢do. Além disso, 0 modelo PLS-DA foi
aplicado a cada imagem hiperespectral, sendo cada pixel classificado individualmente o que
gerou mapas de previsdo coloridos de acordo com sua classe correspondente.

2.5. Softwares utilizados
Todas as etapas foram implementadas utilizando-se o pacote flexivel de andlise

multivariada de imagem hyperspectral Evince 2.0 (UmBio AB, Ume4, Suécia).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Perfil espectral
Na Figura 1 estdo apresentados, respectivamente, 0s espectros completos (a) e o

espectro médio (b) de sementes de algodao viaveis e ndo viaveis, na qual se pode verificar
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diferencas no perfil dos espectros médios, sendo os valores de pseudo-absorbancia dos
espectros das sementes viaveis superior a das sementes ndo viaveis. Provavelmente isso
decorre de diferencas entre os teores de alguns componentes quimicos encontrados nas

sementes de algoddo como lipideos e proteinas.

(a) | I (b)
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Pseudo-absorbance
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—— No-viable
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Figura 2. Espectros completos (a) e espectros médios pré-processados (b) de sementes de

algodao viaveis (amarelo) e ndo viaveis (azul).

De fato, o envelhecimento natural ou artificial das sementes de algodao leva a
reducdo dos teores de constituintes quimicos como proteina e lipideos e estdo diretamente
relacionados com a perda da viabilidade (Freitas et al., 2016). Nesta pesquisa, 0s espectros
médios mostram a presenca de alguns picos de absor¢do importantes ligados a esses
compostos. A proteina na semente de algodao correlaciona-se positivamente com as
frequéncias do grupo C = O e N-H, enquanto o teor de Oleo estd associado ao grupo
funcional C-H, os quais podem ser avaliados nas bandas de comprimento de onda NIR de
1.510 nm e 2.470 nm e 1.206nm e 1.394 nm, respectivamente (Kumarvelu e Gopal, 2017).
3.2. Andlise exploratéria de dados

A andlise exploratoria realizada por PCA foi empregada para examinar as diferencas
gualitativas entre sementes viaveis e ndo viaveis (Figura 3). A variagéo total dos dados nos
componentes foi de 75,6%, sendo a maior parte da informagdo contida no primeiro

componente (60,9%).
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Figura 3. Grafico dos scores (PC1 x PC2) referente a um conjunto de dados hiperespectrais

de sementes de algodao viaveis e néo viaveis.
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A distribuicdo das amostras no espag¢o das PCs mostra que h& uma distin¢ao clara
entre as classes com pouca sobreposicao entre elas, o que indica que o perfil espectral das
amostras carrega informag8es com alto poder discriminatorio.

3.3. Andlise de classificacdo

Os resultados de classificagdo dos modelos PLS-DA desenvolvido com espectros
brutos e pré-processados sdo mostrados na Tabela 1. O algoritmo PLS-DA apresentou os
melhores resultados de classificacdo quando os espectros foram pré-processados,
aumentando a classificacdo correta da classe viavel de 90,9% para 97,1% e da classe nédo
viavel de 95,7% para 97,4%.

Tabela 1. Resultados de classificagdo para o conjunto de teste de sementes de algoddo
viaveis e nao viaveis usando o modelo PLSDA com espectros brutos e pré-tratados com
SNV

Classificacéo (%)

Pré- processamento Classe

Correta Incorreta
Espectros brutos (900-2.500 nm) \Ij%(\)lglllavel gg; gi
Correcio SNV (1.000-2.500 nm) Lo viavel o o

A razéo para isso pode ser justificada pela eliminacdo dos comprimentos de onda
ruidosos (abaixo de 1000 nm) e a aplicagdo de pré-processamento SNV remove o efeito de
espalhamento e tamanho das particulas da amostra aumentando assim o desempenho da
classificagéo.

Os valores de predicdo das amostras de validagdo com diferentes porcentagens de
sementes viaveis e ndo viaveis estdo apresentados na Tabela 2. O erro predicdo foi baixo
(<10) para todas as amostras, indicando que o modelo PLS-DA possui um bom
desempenho para classificagdo de grupos de amostras heterogéneos. Isso revela que o
modelo possibilita um amplo limite de deteccdo, apresentando-se de fato confiavel para

diagnéstico da viabilidade.

Tabela 2. Resultados de predi¢éo para as amostras de validagdo usando o modelo PLS-DA

Classificacéo (%)

Amostras de validacao Classe Teste de germinacao Modelo PLS-DA Erro
A Viavel 98 96 2
Nao viavel 2 4 2
B Viavel 90 93 3
Nao viavel 10 7 3
C Viavel 80 80 0
Nao viavel 20 19 1
D Viavel 70 77 7
Nao viavel 20 22 2
E Viavel 22 16 6
Nao viavel 78 84 6
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3.4. Mapas de previséo

A aplicacdo do modelo PLS-DA a cada pixel da imagem também possibilitou a
geracdo de mapas de previsdo (Figura 5). Como os pixels da imagem foram coloridos de
acordo com a categoria prevista (viavel e ndo viavel) foi possivel visualizar espacialmente a

distribuicdo dos objetos pertencentes a cada classe na imagem.
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Figura 5. Mapas de previsdo de sementes de algodao gerados pelo modelo PLS-DA

Embora a diferenca entre sementes viaveis e ndo viaveis seja imperceptivel a olho
nu, verifica-se que o modelo PLS-DA foi capaz de prever corretamente o status da semente.
Notadamente, alguns pixels foram identificados erroneamente no mapa, no entanto, a forma
principal das sementes e suas localiza¢des eram claras (Figura 5) coincidindo com a analise
de referéncia.

3.5. Implicagbes para o setor de sementes

Embora o teste padrédo de germinagdo seja provavelmente uma das maneiras mais
precisas de determinar a viabilidade de sementes de algoddo, o mesmo requer trabalho
intensivo, € demorado (pode necessitar de varias semanas para obtencdo dos resultados),
destrutivo e sensivel a interpretagdo subjetiva. Alguns dos métodos alternativos existentes,
por sua vez, superam apenas algumas dessas limitagcdes. O teste de tetrazolio pode ser
mais rapido, mas requer trabalho intensivo, é destrutivo e sensivel a interpretagdo subjetiva
de dados, enquanto a andlise de raios-X, apesar de também ser rapido e ndo destrutivo,
indica apenas se as sementes sdo estruturalmente intactas (ma& formacdo do embrido e
danos fisicos), contudo, ndo tem capacidade para prever se a sementes estao realmente
viaveis.

Usando a técnica de imagem hiperespectral na regido NIR (1.000-2.500 nm)
acoplada ao processamento quimiométrico de dados é possivel diferenciar sementes viaveis
e nao viaveis de forma rapida, precisa e ndo destrutiva, superando, assim, varias limitacdes
dos métodos analiticos convencionais, mas, seu principal beneficio foi sua capacidade de
detectar espacialmente sementes viaveis e ndo vidveis num mesmo conjunto de amostras
baseada na classificagdo individual dos pixels da imagem.

Essa caracteristica € importante porque permite o diagnéstico visual do status da

viabilidade das sementes. Isso pode ser aproveitado para desenvolvimento de um sistema



32

de discriminacdo automatizado que, se devidamente otimizado, poderd ser incorporado a
linha de producao da industria de sementes para diagnostico rapido da viabilidade. Por ndo
ser destrutivo, também tem potencial para determinagcdo da viabilidade de sementes em
bancos de germoplasma, sem diminui os estoques de sementes.

Outro beneficio da técnica HSI é o seu carater multianalitico, permitindo que outras
caracteristicas sejam avaliadas simultaneamente como a composi¢cao quimica (Weinstock et
al., 2006; Huang et al., 2014) deteccao de patdgenos associados as sementes (Shahin et
al., 2014; Lee et al., 2017; Williams, 2012), deteccdo de transgénicos e pureza varietal de
sementes (Feng et al., 2017; Kong ETA al., 2013; Soares et al., 2016).

4. CONCLUSOES
A técnica de imagens hiperespectrais no infravermelho préximo associada a analise
guimiomeétrica mostra-se promissora para determinacdo rapida, precisa e ndo destrutiva da

viabilidade das sementes de algodéo.
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CAPITULO 3

DIVERSIDADE GENETICA INTRA E INTERESPECIFICA EM FORMAS PERENES
DE ALGODAO ALOTETRAPLOIDE DOMESTICADO (Gossypium ssp.)
ACESSADA POR MARCADORES MOLECULARES ISSR

Resumo: O Brasil € um centro de diversidade de formas perenes de algodoeiros
alotetrapléides domesticados. Esses recursos genéticos sao importantes para comunidades
agricolas locais e uma fonte potencial de variabilidade genética a ser explorada pelos
programas de melhoramento. Assim, objetivou-se com este estudo acessar a diversidade
genética intra e interespecifica de formas perenes de algodao alotetrapléide domesticado
das espécies Gossypium hirsutum L. r. marie-galante e Gossypium barbadense L.. Um total
de 28 gendtipos de algodao perene, sendo 16 gendtipos de G. hirsutum e 12 de G.
barbadense, foram genotipados por PCR convencional usando 11 primers do marcador
molecular dominante Inter Simple Sequence Repet (ISSR). Os primers ISSR revelaram 22
bandas polimoérficas e 8 bandas exclusivas em G. hirsutum, 18 bandas polimérficas e 10
bandas exclusivas em G. barbadense e 48 bandas polimérficas entre as espécies.
Reportou-se baixos indices de diversidade genética total (Hy=0,189) e intrapopulacional
(Hs= 0,076), porém a diversidade em G. hirsutum (He=0,071; I= 0,011; P=24,72%) foi mais
elevada que em G. barbadense (He=0,043; 1=0,071; P=17,98%) com alta diferenciacdo
genética (Gst=0,598) entre elas. A andlise de agrupamento hierarquico UPGMA com base
na identidade genética de Nei possibilitou a separacédo dos gendtipos quanto a espécie e o
seu modo de ocorréncia (genétipos de origem local e melhorada). A inferéncia Bayesiana e
0 método de Evanno revelaram que os genétipos estdo estruturados em dois grupos
genéticos segundo a espécie. Os resultados obtidos no presente estudo apoiam a
conclusdo de que os marcadores ISSR sdo capazes de revelar padrbes de diversidade e
estruturacdo genética intra e interespecifica de formas perenes de algodao alotetraploide
domesticado sendo, portanto, promissores para caracterizacdo das cole¢cdes de

germoplasma brasileiro.
PALAVRAS-CHAVE: Malvaceae. Conservacao genética. Melhoramento. Estrutura genética.

1. INTRODUCAO

Quase toda a fibra de algoddo (Gossypium L.) consumida pela indastria téxtil no
Brasil provém de cultivares modernas de G. hirsutum L. de ciclo anual, mas no passado
essa matéria prima era obtida principalmente a partir de formas perenes das espécies G.

hirsutum L. r. marie-galante e, também, da espécie G. barbadense L.
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Embora ndo sejam nativas do Brasil, essas espécies sdo amplamente distribuidas e
adaptadas no pais que é considerado um centro secundario de diversidade (Borém et al.,
2003; Almeida et al., 2009; Menezes et al., 2017). Atualmente, sdo consideradas obsoletas
para exploragdo comercial no Brasil, mas alguns tipos locais como os algodoeiros
quebradinho e rim-de-boi da espécie G. barbadense L. e o algodoeiro moco ou arbéreo da
espécie G. hirsutum L. r. marie-galante ainda ocorrem na forma de lavoura de subsisténcia,
populacdo ferais e como planta de jardins e quintais domésticos (Menezes et al., 2017;
Hoffmann et al., 2018).

Ambas as espécies possuem caracteristicas agrondmicas relevantes para utilizacao
em programas de melhoramento, sendo a alta qualidade da fibra de G. barbadense L.
(Rodrigues et al.,, 2016) e a tolerancia a seca de G. hirsutum L. r. marie-galante
(Vasconcelos et al. 2018) algumas das caracteristicas que fomentam sua conservagdo. No
entanto as popula¢cdes mantidas in situ estdo ameagadas, pois sua continuidade esta
frequentemente sujeita a mudancgas de habitos culturais e no uso da terra (Castro et al.,
2016; Menezes et al., 2017).

Diante disto, a estratégia para conservar esses recursos genéticos tem sido a ex situ,
a qual é coordenada no Brasil pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa)
a partir de sua unidade descentralizada Embrapa Algodao que relne quase 1700 acessos
“brasileiros” de G. hirsutum L. r. marie-galante e G. barbadense L. em seu banco de
germoplasma (Albrana, 2019).

A caracterizagdo genética da colecdo da Embrapa Algoddo tem sido realizada
regularmente por meio de marcadores genético-moleculares baseados em PCR do tipo
Simple Sequence Repet (SSR) (Menezes et al., 2010; Menezes et al., 2015; Hofmann et al.,
2018). Os marcadores SSR sdo os mais utilizados para caracterizagdo genética de algodao
em todo o mundo (Boopathi e Hoffmann 2016) em decorréncia da existéncia de primers
especificos para Gossypium L. (Liu et al. 2000) mas, por outro lado, existem outros tipos de
marcadores moleculares contemporaneos baseados em PCR que também séo capazes de
detectar polimorfismo genético em Gossypium L. tais como os Inter Simple Sequence
Repeats (ISSR) (Liu e Wendel, 2001).

Os ISSR’s pertencem a classe dos marcadores dominantes, os quais amplificam
segmentos do DNA situados entre duas sequencias SSR idénticas orientadas em direcdes
opostas usando somente um primer com 16 a 20 pares de base (Gupta et al., 1994;
Zietkiewicz et al., 1994). Em contraste com outros marcadores dominantes como Random
Amplified Polymorphic DNA (RAPD), sdo mais abundantes ao longo do genoma eucariotico
e evoluem rapidamente e, consequentemente, ajudam a revelar maior polimorfismo genético
(Ansari et al., 2012), além de apresentarem melhor reprodutibilidade devido ao maior

tamanho dos primers (Silva et al., 2018).
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A utilizacdo dos ISSR’s em Gossypium L. ainda é discreta, mas as investigacoes
realizadas até o momento tém sido Uteis para revelar polimorfismo genético intra e
interespecifico em espécies deste género (Rocha et al., 2016; Dongre et al., 2007; Sheidali
et al,. 2012; Noormohammadi et al., 2013; Bilwal et al., 2017), sendo, portanto, um método
potencialmente apropriado para caracterizacdo genética de germoplasma de algodao
perene brasileiro.

Assim, objetivou-se com este estudo acessar a diversidade genética intra e
interespecifica de formas perenes de algoddo alotetrapldéide domesticado das espécies
Gossypium hirsutum L. r. marie-galante e Gossypium barbadense L. por meio de

marcadores moleculares ISSR.

2. METERIAL E METODOS
2.1. Amostragem

Foram utilizados neste estudo 28 gendétipos de algodéo perene das espécies G.
hirsutum L. r. marie-galante e G. barbadense L. provenientes do banco ativo de

germoplasma de algoddo da Embrapa Algodéo, estado da Paraiba, Brasil (Figura 1)
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Figura 1. Distribuicdo geografica das formas perenes de algodoeiro alotetraploide
domesticado das espécies G. hirsutum L. r. marie-galante e G. barbadense L. utilizadas no

estudo

O grupo G. hirsutum foi composto por 16 gendétipos, incluindo dois gendtipos
melhorados (CNPA 5M e BRS 200) provenientes de um programa de melhoramento de
algodao nacional (Embrapa Algodéao) e 14 gendétipos de origem local, sendo nove deles do
estado da Paraiba-PB, quatro do Rio grande do Norte-RN e um de Pernambuco-PE (Figura
1). O grupo G. barbadense foi composto por 12 gendtipos, sendo 11 deles de origem local,

incluindo cinco do estado de Minas Gerais, dois do Amapa e um do Ceara e apenas um
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gendtipo melhorado (Pima S7) oriundo de um programa de melhoramento estrangeiro
(EUA).
2.2. Extragéo e quantificagdo do DNA genémico

O DNA genémico utilizado nos ensaios de PCR-ISSR foi extraido de tecido
embrionario de sementes secas (1/4 da semente) utilizando-se o protocolo de Doyle e Doyle
(1987) com adaptacdes. A concentracdo de DNA nas amostras foi estimada por eletroforese
horizontal em gel, comparando-se o tamanho dos fragmentos gerados com
fragmentos de DNA de tamanho conhecido (DNA do fago Lambda com 50, 100 e 200 ng.pul
1. A concentracdo de DNA das amostras variou de 100 a 200 ng.pl-1, entdo foram ajustadas
para a concentracéo 10 ng.pl™.
2.4. ReacBes de amplificacdo do DNA via PCR-ISSR

A amplificacdo de DNA foi realizada por PCR convencional usando os 11 primers
ISSR selecionados dentre 30 primers do conjunto #9 da Nucleic Acid-Protein Service Unit
(University of British, Columbia, EUA) (Tabela 1) por gerarem fragmentos com alta resolugéo

e com maior numero.

Tabela 1. Relacdo dos primers ISSR selecionados para analise genética intra e
interespecifica em formas perenes de algodoeiro alotetrapléide domesticado das espécies

G. hirsutum L. r. marie-galante e G. barbadense L.

Cdédigo Sequéncia de nucleotideos (5’ 3’)

808 AGA GAG AGA GAG AGA GC
812 GAG AGA GAG AGA GAG AA
814 CTCTCT CTCTCT CTCTA
823 TCT CTC TCT CTC TCT CC
827 ACA CAC ACA CACACACG
828 TGT GTG TGT GTG TGT GA
834 AGA GAG AGA GAG AGA GYT
866 CTCCTCCTCCTCCTCCTC
872 GAT AGA TAG ATA GAT A
884 HBH AGA GAG AGA GAG AG

892 TAG ATCTGATAT CTGAATTCCC
Y=(C,T);B=(C,G, T);H=(A G,T).

As reacdes de PCR foram preparadas com volume final de 25 pl contendo 1,0 mM
de primer, 0,25 mM de dNTP’s, 2,5 mM de MgCl,, tamp&o de PCR [100 mM Tris-HCI (pH
8,5), 500 mM KClI], 1 unidade de Tagq DNA polimerase (Ludwig Biotec®), aproximadamente
20 ng de DNA molde e 4gua ultrapura.

A amplificacdo do DNA foi realizada em termociclador (PCR Thermal Cyclers,
Amplitherm 96-Well). O protocolo utilizado consistiu em uma desnaturacao inicial a 94,0 °C
durante 5 minutos, 40 ciclos de amplificacdo (desnaturacdo a 94,0 °C por 1 minuto,
anelamento a 45,0 °C por 1 minuto e extensdo a 72,0 °C durante 2 minutos) e uma extenséo
final a 72,0 °C por 5 minutos. Ao final, as amostras de DNA amplificado foram resfriadas a

4,0 °C e armazenado a -20,0 °C. A temperatura de anelamento de 45,0 °C foi definida com



39

base em ensaio anterior usando reagcfes em gradiente 40,0 — 47,0 °C. Todas as reacgdes de
PCR foram realizadas em duplicata. Reacdes de PCR preparadas sem o DNA molde foram
usadas como controle negativo.

2.5. Separacao dos fragmentos de DNA amplificado

A separagdo dos fragmentos de DNA amplificado foi realizada por eletroforese
horizontal em gel. As amostras de DNA amplificado adicionaram-se os corantes SYBR®
Gold nucleic acid gel stain (Invitrogen™) para colorir os fragmentos de DNA e Azul de
Bromofenol (0,01%) para monitorar sua migracao no gel.

As amostras foram entdo aplicadas num gel de agarose (1,5% m.v') acoplado em
uma cuba de eletroforese horizontal preenchida com tampéo de corrida TBE 0,5X (Tris -
Acido borico - EDTA) até a superficie do gel. A voltagem aplicada foi de 75 v e o tempo de
migragdo dos fragmentos foi de 120 minutos. Um controle negativo e um padrdo de peso
molecular de 1000 pares de base (pb) (1 Kb Plus Express® DNA Ladder) foram utilizados em
cada eletroforese. Os fragmentos de DNA no gel (bandas) foram fotografados sob luz
ultravioleta usando um sistema de foto-documentacao de géis.

2.6. Sistematizacéo e andlise dos dados

As bandas geradas por cada primer foram classificadas como monomorficas e
polimorficas e sua presenca/auséncia computada para todos os individuos amostrados.
Posteriormente calculou-se a porcentagem de bandas polimérficas e o conteudo de
informacdes polimorficas (PIC) para cada primer que foi calculado e classificado
conforme Botstein et al. (1980).

Os dados de presenca/auséncia das bandas foram organizados em uma matriz
binaria (1 = presenca e 0 = auséncia) que foi utilizada para determinar varios indices de
diversidade genética implementados pelo software POPGENE (Population Genetic
Analysis) versdo 1.32 (Yeh et al., 1999) incluindo: indice de Shannon (Lewontin,1972)
diversidade genética de Nei, porcentagem de locos polimorficos, heterozigosidade total,
diversidade genética intrapopulacional, diferenciacdo genética, identidade genética de Nei
(Nei, 1972, Neil978) e fluxo génico indireto (McDermott e McDonald, 1972).

Com os valores de identidade genética de Nei foi confeccionado um dendrograma de
similaridade baseados no método de agrupamento Unweighted Pair-Group Method
Arithmetic Average (UPGMA) por meio do programa NTSYS-pc versdo 2.1 (Holf, 2000). A
estruturacao dos grupos foi interpretada considerando-se a espécie e 0 modo de ocorréncia
(origem local e melhorada).

Para analisar a estrutura populacional do conjunto de dados foram realizadas
simulacdes baseadas no método Bayesiano implementado no programa Structure v. 2.3.4
(Pritchard et al., 2000). Para as simulacfes considerou-se um numero de grupos K variando
de 1 a 4, assumindo o modelo de ancestralidade misturada, frequéncia de alelos

correlacionados com informacao prévia da populacdo. O burn-in utilizado foi de 50.000 e a
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corrida foi de 150.000 de cadeias de Markov MCMC (Monte Carlo Markov Chain) com cinco
repetices por valor de K.

O numero 6timo de grupos genéticos (K) para o conjunto de dados foi determinado
pelo método de Evanno et al. (2005) implementado no programa Structure Harvester (Earl e
VonHoldt, 2012), onde espera-se que o numero 6timo de K tenha o menor valor negativo de
LnP (K) e os maiores valores de L'(K), Ln" (K) e AK.

3. RESULTADOS
3.1. Perfil de amplificacdo dos primers ISSR

Neste estudo, esse conjunto de primers produziu um total de 85 bandas para cada
espécie, sendo 64 bandas monomorficas e 22 polimérficas em G. hirsutum e 67 bandas
monomorficos e 18 polimérficas em G. barbadense. Entre espécies foram produzidas 101

bandas, sendo 53 monomoérficas e 48 polimorficas (Tabela 2).

Tabela 2. Perfil de amplificacdo de 11 primers ISSR entre e dentro das espécies G. hirsutum

L. r. marie-galante e G. barbadense L.

Primer G. hirsutum G. barbadense Total PIC
T M P E P%) T M P E P%) T M P P(%)

808 10 9 1 2 10 10 10 O 2 0 12 7 5 42 0,262
812 1 8 4 2 36 8 8 0 3 0 14 5 9 64 0,452
814 8 7 1 1 12 6 6 0 0 0 8 6 2 25 0,271
823 7 5 2 1 29 7 4 3 0 43 8 3 5 62 0,357
827 5 3 2 0 40 5 3 2 0 40 6 3 3 50 0,328
828 4 4 0 1 0,0 7 7 0 4 0 8 3 5 62 0,451
834 8 6 2 0 25 9 4 5 0 57 9 6 3 33 0,250
866 7 7 0 1 0 7 6 1 1 14 8 5 3 37 0,226
872 8 3 5 0 62 1 5 6 0 54 11 3 8 73 0,397
884 9 6 3 0 33 8 7 1 0 12 9 5 4 44 0,191
892 8 6 2 0 25 7 7 0 0 0 8 7 1 12 0,161

Total 85 64 22 8 - 85 67 18 10 - 101 53 48 -

Média 7,7 58 20 0,7 247 77 60 16 09 179 92 48 44 457 0,304

PIC - Conteudo de informacéo polimérfica; T- Nimero total de bandas; M — Numero de bandas monomorficas; P - Nimero de

bandas monomorficas; P(%)- porcentagem de bandas polimorficas por primer; E - Nimero de bandas especificas.

Os primers 808, 812, 892 e 814 produziram bandas polimoérficas apenas em G.
hirsutum; UBC 866 apenas em G. barbadense; 823, 827, 884, 834 e 872 nas duas espécies
e 828 apenas entre as espécies (Tabela 2). Os primers 808, 812, 814, 823, 828 e 866
produziram um total de oito bandas especificas em G. hirsutum e os primers 808, 812, 828
e 866 produziram dez bandas especificas em G. barbadense (Tabela 2).

A porcentagem de polimorfismo por primer variou de 0-62% em G. hirsutum de O-
57% em G. barbadense e de 12-73% entre as espécies. O valor de PIC médio dos primers
variou de 0,161 — 0,451, sendo os primers 866, 884 e 892 classificados como pouco
informativos (PIC =0-0,250) e os primers 808, 812, 814, 823, 827, 828, 834, 872 como
moderadamente informativos (PIC=0,250-0,500).



41

3.2. Diversidade e diferenciacdo genética

Neste estudo, a diversidade genética de algodoeiro perene estimada a partir de
marcadores ISSR foi baixa tanto entre quanto dentro das espécies (Tabela 4). Entretanto, a
diversidade genética foi maior no grupo G. hirsutum que no grupo G. barbadense com alta
diferenciacdo genética (Gst=0,598) entre elas, estando 59,98% da variabilidade distribuida

entre as espécies (Tabela 4).

Tabela 4. indices de diversidade genética intra e interespecifica (média + erro padr&o) para
formas perenes de algodoeiro alotetrapldide domesticado das espécies G. hirsutum L. r.

marie-galante e G. barbadense L. baseada em marcadores moleculares ISSR

Parametros de diversidade genética G. barbadense G. hirsutum  Total

Porcentagem de polimorfismo (%) 17,98 24,72 45,71
Diversidade genética de Nei (He) 0,043+0,020 0,071+0,029 -

indice de Shannon (1) 0,070+0,033 0,111+0,015 -

Heterozigosidade total (Hy) - - 0,189
Diversidade genética intrapopulacional (Hs) - - 0,076
Diferenciacdo genética (Gsr) - - 0,598
Fluxo génico indireto (N,) - - 0,338

Além disso, também se verificaram baixos niveis de fluxo génico indireto (N,,=0,338),
heterozigosidade total (H+=0,189) e diversidade genética intrapopulacional (Hs=0,076) para
o conjunto de dados (Tabela 4).

Tomando-se como referéncia a primeira ramificagdo como ponto de corte do
dendrograma pode-se verificar que os genoétipos das duas espécies foram reunidos em
grupos distintos, nos quais também ficou evidente a separacédo entre genétipos de origem

melhorada e local para ambas as espécies (Figura 2).
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Figura 2. Analise de agrupamento (UPGMA) baseada na identidade genética de Nei para 28
formas perenes de algodoeiro alotetrapléide domesticado das espécies G. hirsutum L. r.

marie-galante e G. barbadense L.

3.3. Estrutura genética
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O numero mais provavel de grupos genéticos para o conjunto de dados de acordo
com o método de Evanno foi de K=2 (Tabela 5), indicando que as populacdes estdo
estruturadas em dois grupos genéticos.

Tabela 5. Estimativas do niumero mais provavel de grupos genéticos (K) para o conjunto de

dados pelo método de Evanno

K LnP médio (K) L '(K) [Ln " (K)] AK
1 -1327,8200 - - -

2 -545,6400 782,1800  783,6600  336,5176
3 -547,1200 -1,4800 0,9800 0,2096
4 -549,5800 -2,4600 0,9600 0,3892

Todos os individuos amostrados apresentaram alta probabilidade de pertencerem a
sua respectiva espécie (Figura 4), mas em todos os genétipos do grupo G. hirsutum foi
possivel observar contribui¢cao discreta (<5%) de G. barbadense L. (Figura 4).
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Figura 4. Estrutura genética de formas perenes de algodoeiro alotetrapléide domesticado
das espécies G. hirsutum L. r. marie-galante e G. barbadense L. pela inferéncia Bayesiana
considerando dois grupos genéticos (K=2) definidos e o método de Evanno. Os grupos
genéticos estdo representados por cores especificas (verde e vermelho) e cada barra
vertical representa um genotipo (G. hirsutum L. r. marie-galante = 1 — 16 e G. barbadense L.
= 17 — 28). A proporgéo das cores de preenchimento corresponde a probabilidade de cada

individuo ser atribuido a cada grupo.

4. DISCUSSAO

Neste estudo, a capacidade dos primers ISSR em revelar polimorfismo genético em
formas perenes de algodoeiro alotetrapléide domesticado foi variavel nos niveis intra e
interespecificos, indicando a existéncia de especificidade entre os primers. A porcentagem
média de bandas polimérficas por primer em nivel intraespecifico foi menor do que o obtido
em nivel interespecifico assim como demonstrado em um ensaio semelhante realizado por
Liu e Wendel (2001).

A porcentagem de bandas polimérficas e o contetdo de informacao polimorfica dos
primers neste estudo também se assemelharam aos ensaios de Dongre et al. (2007);
Sheidai et al. (2012); Noormohammadi et al. (2013); Bilwal et al. (2017) usando marcadores
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ISSR em Gossypium L. As bandas especificas reveladas para cada espécie podem ser Uteis
para identificagcdo qualitativa de erros de classificagdo, redundancia e introgressao
interespecifica em bancos de germoplasma de algodao perene brasileiro.

Quando a diversidade genética, os niveis mais altos verificados no grupo G. hirsutum
em relagdo ao grupo G. barbadense neste estudo concorda com relatos anteriores para
grupos de referéncia dessas espécies analisados por marcadores SSR (Hinze et al., 2015,
Hinze et al., 2016). Os baixos niveis de heterozigosidade total e diversidade genética
intraespecifica sao indicios de alta endogamia populacional. Esta hipétese apresentou-se de
fato compativel com o modo de ocorréncia dos gendétipos, pois aqueles de origem
melhorada sdo derivados de linhagens puras, enquanto os de origem local sdo mantidos
como planta Gnica em quintais e jardins domésticos ou provém de pequenas lavouras de
subsisténcia derivadas de um ou poucos individuos fundadores.

O valor de fluxo génico indireto entre as espécies foi menor que 1 indicando
isolamento reprodutivo (Wright, 1931), que pode ser atribuido ao distanciamento geogréfico,
pois embora essas duas espécies possam ocorrer em simpatria no Brasil, os genétipos
examinados neste estudo encontram-se amplamente dispersos como pode ser verificado
em seu mapa de distribuicdo (Figura 1).

O agrupamento dos genoétipos segundo a espécie e modo de ocorréncia
demonstrado pela analise agrupamento qualificam o conjunto de marcadores ISSR utilizado
neste estudo como seguros para caracterizacdo molecular. A discriminacdo em nivel
molecular destas espécies também foi possivel a partir de marcadores SSR (Hinze et al.,
2015), os quais foram também, capazes de discriminar genétipos melhorados e locais de G.
barbadense (Rodrigues et al., 2016).

A estruturacdo em dois grupos genéticos que foi demonstrada pela inferéncia
Bayesiana e o método de Evanno foi congruente com a analise de agrupamento pelo
método UPGMA baseada na identidade genética de Nei. A contribuicdo de G. barbadense
em todos os gendétipos do grupo G. hirsutum, mesmo que em baixa probabilidade, pode ser
uma evidéncia de hibridizagdo interespecifica no passado. Embora seja provavel, esta
hip6tese ndo pbéde ser confirmada neste estudo, entretanto, parece ser compativel com a
hip6tese de Stephens (1973) de que a G. hirsutum L r. marie-galante teria se desenvolvido
através da introgressdo com formas domesticadas de G. barbadense L. na Meso-América e
Caribe, a qual foi posteriormente confirmada por d'Eeckenbrugge e Lacape (2014)
estudando a distribuicdo das formas perenes de G. hirsutum L. incluindo “marie-galante”

nesta area de abrangéncia.

5. CONCLUSOES
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Os resultados obtidos no presente estudo apoiam a concluséo de que os marcadores
ISSR sdo capazes de revelar padrdes de diversidade e estrutura genética, intra e
interespecifica, de formas perenes de algodéo alotetraploide domesticado das espécies G.
hirsutum L. r. marie-galante e G. barbadense L. sendo, portanto, promissores para
caracterizacdo das colecdes de germoplasma de origem brasileira.
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CAPITULO 4

CARACTERIZACAO GENETICA E QUALIDADE TECNOLOGICA DA FIBRA DE
POPULACOES REMANESCENTES DE ALGODOEIRO PERENE DO ESTADO DA
PARAIBA, BRASIL

RESUMO: As populacdes remanescentes do algodoeiro Gossypium hirsutum r. marie-
galante Hutch. que ocorrem no Nordeste do Brasil fazem parte do pool genético primario
para a criacdo de cultivares modernas de algoddo upland. Assim, objetivou-se com este
trabalho avaliar as propriedades tecnologicas da fibra e determinar a diversidade e a
estruturacao genética de quatro populacdes de G. hirsutum r. marie-galante do estado da
Paraiba, Brasil. Os dados genéticos foram obtidos a partir da genotipagem de oito individuos
de cada populagdo (n=32) usando a técnica PCR-ISSR. Enquanto os parametros
tecnoldgicos das fibras foram obtidos por meio do sistema analitico High Volume Instrument
(HVI). As populagdes divergiram quanto as propriedades tecnolégicas de fibra formando trés
grupos distintos. Os caracteres comprimento médio, resisténcia, indice de micronair, indice
de maturidade e indice de fiabilidade das populagdes condizem com o0s caracteres
presentes em cultivares adotados comercialmente. As populagbes apresentaram baixos
niveis de diversidade genética total (Hy=0,1305) e intrapopulacional (Hs=0,0806), além de
alta diferenciacdo genética (Gsr=0,3824), baixo fluxo génico indireto (Nm=0,875), estando
estruturadas em dois grupos genéticos pela inferéncia Bayesiana. A relacao positiva entre
distancia genética e distancia geografica pelo teste de Mantel (r = 0,8364; p-valor = 0,0038)
sugere que a divergéncia genética entre as populacdes pode ser explicada pelo isolamento
espacial. Estas informac6es podem dar suporte a conservacdo genética e a valoracdo

destas populacées para programas de melhoramento genético de algodao.

PALAVRAS CHAVE: Algoddo. Malvaceae. Conservagdo. Melhoramento. Estrutura

genética.

1. INTRODUCAO

Variedades locais de algodoeiro perene da espécie Gossypium hirsutum r. marie-
galante Hutch conhecidas como algodoeiros arbéreos ou mocds foram amplamente
cultivadas no semiarido do Nordeste do Brasil até o final do século XX (Moreira et al., 1997,
Giband, Dessauw e Barroso, 2010).

Essas variedades locais de algodoeiro perene distinguem-se das cultivares
modernas de algodoeiro upland (G. hirsutum r. latifolium) por apresentar ciclo perene, porte
arbustivo-arboreo, sementes pretas e sem linter e fibra de comprimento longo ou extra longo

(Freire et al., 1990). Elas tiveram seu &pice de importancia econdmica e social para a regido
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Nordeste em 1970 quando foram cultivados mais de 2,5 milhdes hectares (Freire, Costa e
Andrade, 1997). Os primeiros sinais de declinio dessa cultura comegaram a surgir a partir de
1977 em decorréncia de problemas econdmicos, climéticos, substituicdo sistematica pelo
algodoeiro upland e a disseminagdo do inseto-praga Anthonomus grandis Bohemam
(Medeiros et al., 2012), o que culminou com a abertura das importagcdes em 1990 (Coélho,
2017).

Desde 2013 as variedades locais de algodoeiro perene nao sao incluidas nas
estatisticas oficiais de producdo agropecuaria brasileira. Atualmente sdo encontradas como
plantas Unicas em jardins e quintais domésticos, populacBes espontaneas e ferais e,
excepcionalmente, na forma de lavoura de subsisténcia em alguns estados do Nordeste
(Menezes et al.,, 2017). Embora varios estudos no campo da genética da conservacao
tenham sido realizados com algodoeiros G. hirsutum L. r. marie-galante (Menezes et al.,
2010; Menezes et al., 2015; Menezes et al., 2017), as suas caracteristicas agrondmicas
basicas e os modelos que explicam a diversidade e divergéncia genética entre as
populacbes remanescentes ainda ndo foram completamente elucidados.

Assim, objetivou-se com este trabalho avaliar a qualidade tecnolégica da fibra e
determinar a estruturacdo genética de populacdes remanescentes de G. hirsutum L. r.
marie-galante do estado da Paraiba, Brasil.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Selecéo das populagdes

Foram selecionadas para o presente estudo quatro popula¢ges de algodoeiro perene
(G. hirsutum L. r. marie-galante) oriundas de diferentes localidades do estado da Paraiba,
Brasil (Tabela 1).

Tabela 1. Localizagdo geogréfica das populacdes brasileiras de algodoeiro perene (G.

hirsutum L. r. marie-galante) selecionadas para o estudo.

Populacdo Cidade/Estado Latitude/longitude’
1 Camalau, Paraiba, Brasil 6°53'5.46"S 37°3'4.14"0
2 Casserengue, Paraiba, Brasil 6°46'58"S 35°49°15.00"O
3 Quixab4, Paraiba, Brasil 7°4'18.84"S 37°4'54.06"0
4 Sao Mamede, Paraiba, Brasil 6°53'5.34"S 37°3'4.14"0

1 - Global Positioning System (GPS).

Estas popula¢cbes de algodao séo conservadas “on farm” por agricultores familiares e
“‘ex situ” no Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da Empresa Brasileira de Pesquisa

Agropecuéaria — Unidade Embrapa Algodéo, Paraiba, Brasil.

2.2. Caracterizacdo da qualidade tecnolégica de fibra de algod&o das populacdes

2.2.1. Ensaio de campo
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Os dados de rendimento e as amostras de fibras de algodao foram obtidas por meio
da condugédo de um ensaio de campo na Estacdo Experimental da Embrapa Algoddo no
municipio de Patos, Paraiba, Brasil, no ano de 2016. O delineamento experimental utilizado
no ensaio foi o de blocos casualizados, cada parcela composta por 40 plantas dispostas em
espacamento de 1,0 x 1,5 m, sendo as dez plantas centrais consideradas como parcela util.

O ensaio foi conduzido em sistema de sequeiro com suplementacdo hidrica de 600
mm distribuidos por meio de sistema de irrigacdo por aspersao ao longo do ciclo da cultura,
devido ao longo periodo de estiagem que ocorreu na época. Os tratos culturais incluiram
trés capinas manuais e dois tratamentos fitossanitarios para o controle de insetos-praga
(aplicacdo de inseticidas a base de beta-ciflutrina para controle do bicudo-do-algodoeiro e
de tiametoxam para controle de mosca-branca). A colheita do algoddo em caroco foi
realizada manualmente aos 150 dias apds a semeadura quando cerca de 80% dos capulhos

estavam abertos.

2.2.2. Avaliacao do rendimento e das caracteristicas tecnoldgicas da fibra
Para o céalculo do rendimento de fibras (%) foram coletados 20 capulhos da parcela
uatil e utilizado a seguinte férmula:

Peso da fibra

100 = % Fib
Peso do algodao em carogo x % Fibras

As caracteristicas tecnologicas de fibra foram determinadas por instrumentacéo
analitica em sistema High Volume Instrument (HVI 2000® Uster Technologies). As analises
incluiram comprimento médio (mm), uniformidade (%), indice de fibras curtas (%),
resisténcia (STR), alongamento a ruptura (g/tex), indice de micronaire (ug/pol), indice de
maturidade (gf/tex) e indice de fiabilidade (CSP).

2.2.3. Analise do conjunto de dados

A fibra de algodédo de cada populacéo foi classificada de acordo com os pardmetros
referenciais de categorias para cada caracteristica de fibra de algoddo conforme o
Regulamento Técnico do Algoddo em Pluma da Instru¢do normativa n°® 24, de 14 de julho de
2016 do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (Brasil, 2016). As
caracteristicas tecnoldgicas de fibra do genétipo algodoeiro perene e melhorado cv. CNPA
5M foram utilizadas para comparacéo (Embrapa, 2001).

A partir dos dados das caracteristicas tecnolégicas de fibra estimou-se a distancia
de Mahalanobis (Mahalanobis, 1936) entre as populacfes. Com os valores de distancia
de Mahalanobis foi construido um dendrograma de dissimilaridade pelo método de
agrupamento Unweighted Pair-Group Method Arithmetic Average (UPGMA) usando o
programa estatistico GENES, versdo 2014.6.1 (Cruz, 2013).
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2.3. Caracterizacédo genética das populacfes
2.3.1. Amostragem e extracdo de DNA

Para caracterizagdo genética foram amostrados, aleatoriamente, oito individuos de
cada populacdo da area util da parcela. O DNA genémico dos individuos foi extraido a partir
de amostras de tecido embriondrio de sementes secas (1/4 da semente) utilizando-se o
protocolo de Doyle e Doyle (1987), com adaptacbes. A concentracdo de DNA nas amostras
foi estimada por eletroforese em gel de agarose (0,8%, m.v?), utilizando-se DNA do fago
Lambda (50, 100 e 200 ng pL™) como padréo.

2.3.2. Reacbes de amplificacdo do DNA via PCR-ISSR

A amplificacdo de DNA foi realizada por PCR convencional usando 12 primers do
marcador dominante Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) do conjunto #9 da Nucleic Acid-
Protein Service Unit (University of British, Columbia, EUA) (Tabela 2).

Tabela 2. Relagéo dos primers ISSR utilizados para caracterizagdo genética de populagdes

G. hirsutum L. r. marie-galante) do estado da Paraiba, Brasil.

Cdédigo Primers (5°- 3’)

808 AGA GAG AGA GAG AGA GC
814 CTCTCT CTCTCT CTCTA
823 TCT CTC TCT CTC TCT CC
827 ACA CAC ACA CAC ACA CG
830 TGT GTG TGT GTG TGT GG
834 AGA GAG AGA GAG AGA GYT
851 GTG TGT GTG TGT GTG TYG
853 TCT CTC TCT CTC TCT CRT
868 GAA GAA GAA GAA GAA GAA
872 GAT AGA TAG ATAGAT A
884 HBH AGA GAG AGA GAG AG

892 TAG ATC TGATAT CTG AATTCCC
Y=(C,T;B=(C, G T;H=(AG,T).

As reagdes de PCR foram preparadas com volume final de 25 pyL contendo 1,0 mM
de primer, 0,25 mM de dNTP’s, 2,5 mM de MgCl,, 1x de tampé&o de PCR [100 mM Tris-HCI
(pH 8,5), 500 mM KClI], 1 unidade de Tagq DNA polimerase (Ludwig Biotec®), 20 ng de DNA
gendmico e agua ultrapura.

A amplificacdo do DNA foi realizada em termociclador (PCR Thermal Cyclers,
Amplitherm 96-Well). O protocolo utilizado consistiu em uma desnaturacao inicial a 94 °C
durante 5 minutos, 40 ciclos de amplificacdo (desnaturacdo a 94 °C por 1 minuto,
anelamento a 45 °C por 1 minuto e extensédo a 72 °C durante 2 minutos) e uma extenséo
final a 72 °C por 5 minutos. Reagbes sem DNA molde foram usadas como controle negativo.
Ao final, os amplicons foram resfriados a 4 °C e armazenados a -20 °C. Todas as reacoes
de PCR foram realizadas em duplicata. Os amplicons foram analisados em gel de agarose
(1,5%, m.v'l) e fotodocumentados no aparelho UltraLum Eletronic UV Transilluminator e

Kodak GEL Logic 200 Imaging System.
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2.3.3. Sistematizacao e analise dos dados

As bandas geradas por cada primer foram classificadas como monomorficas e
polimorficas e sua presenca/auséncia computada para todos os individuos amostrados.
Posteriormente, calculou-se a porcentagem de bandas polimérficas e o conteado de
informacdes polimérficas (PIC) para cada primer de acordo com Botstein et al. (1980).

Os dados de presenca/auséncia foram organizados em uma matriz binaria (1 =
presenca e 0 = auséncia) que foi utilizada para determinar os indices de diversidade
genética pelo software POPGENE (Population Genetic Analysis), versdo 1.32 (Yeh et al.,
1999), incluindo: indice de Shannon (Lewontin,1972), nimero de alelos observados, nUmero
de alelos efetivos, diversidade genética de Nei, porcentagem de bandas polimorficas,
heterozigosidade total, diversidade genética intrapopulacional, diferenciagdo genética,
identidade genética de Nei (Nei, 1972, 1978) e fluxo génico indireto (McDermott e
McDonald, 1993). Com os valores de identidade genética de Nei foi construido um
dendrograma de dissimilaridade baseado no método de agrupamento Unweighted Pair-
Group Method Arithmetic Average (UPGMA) usando o programa estatistico GENES, versao
2014.6.1 (Cruz, 2013).

A estrutura populacional foi analisada a partir de simula¢cbes baseadas no método
Bayesiano pelo programa Structure, versdo 2.3.4 (Pritchard et al.,, 2000). Para as
simulac¢des considerou-se um numero de grupos genéticos (K) variando de 1 a 4, assumindo
o modelo de ancestralidade misturada, frequéncia de alelos correlacionados e informacéo
prévia da populagdo. O burn-in utilizado foi de 50.000 e a corrida de 100.000 cadeias de
Markov MCMC (Monte Carlo Markov Chain) com cinco repeticées por valor de K. O nimero
6timo K para o conjunto de dados foi determinado pelo método de Evanno et al. (2005)
usando-se o programa Structure Harvester (Earl e VonHoldt, 2012).

A existéncia de estruturagdo genética espacial entre as populacdes foi investigada
por meio da andlise de correlagdo entre as matrizes de distdncia genética e distancia
geografica das populagdes pelo teste de Mantel (10.000 permutagfes aleatérias) a partir do

programa BioEstat 5.0 (Ayres et al., 2007).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Caracterizacao tecnologica da fibra de algodao

As populacdes de algodoeiro perene apresentaram baixo rendimento de fibras (FIB),
de baixo a médio comprimento (UHM), alta uniformidade de fibras (UNF), baixo indice de
fibras curtas (SFI), fibras resistentes (STR), alongamento a ruptura muito baixo (ELG), indice
de fiabilidade muito alto (CSP) e fibras maduras (MAT), diferindo apenas em relacdo ao

comprimento (UHM) e o indice de micronair (MIC) (Tabela 3).
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Tabela 3. Classificacdo da qualidade tecnolégica das fibras de quatro populacdes de G.

hirsutum L. r. marie-galante) do estado da Paraiba, Brasil.

Caractere Categoria® Descrigéo® Classificagdo das populagdes
(valores meédios)
Baixo <34% 1 (29,2%); 2 (28,9%); 3 (28,6%); 4 (29,1%)
FIB Médio 35 -37% -
Alto 38 -41% -
Curta <28,0 mm -
UHM Média 28,0-30,6 mm 1 (29,1 mm); 3 (30,5 mm)
Longa 30,7-34,7 mm 2 (31,7 mm); 4 (31,2 mm)
Extra Longa >34,8 mm -
Muito alta >85,5%
Alta 85,4 - 82,5% 1 (82,9%); (82,5%); 3 (83,0%); 4 (83,2%)
UNF Média 82,4 - 80,0% -
Baixa 79,9 - 77,0% -
Muito baixa <77,0% -
Muito baixa <6% -
Baixa 6,0 - 7,9% 1 (7,2%); 2 (6,8%); 3 (7,0%); 4 (6,9%)
SFI Regular 8,0-10,0% -
Alta 10,1-13,0 % -
Muito alta >13,0% -
Muito resistente  >32,0 g/tex -
Resistente 31,9-29,0g/tex 1(29,7); 2 (29,4); 3 (30,0); 4 (30,5)
STR Média 28,9 - 27,0 gltex -
Intermediaria 26,9 - 25,0 g/tex -
Fraca <249 gltex -
Muito baixo <5,0% 1 (4,4%); 2 (4,0%); 3 (4,3%); 4 (4,1%)
Baixo 5,0-5,8% -
ELG Médio 59-6,7% -
Alto 6,8 - 7,6% -
Muito alto >7,7% -
Muito fina <3,0 ug/pol -
Fina 3,1-3,6 ug/pol 4 (3,5 ng/pol)
MIC Média 3,7 - 4,7 ug/pol 1 (3,8 ug/pol); 2 (3,8 pg/pol); 3 (3,7 pg/pol)
Grossa 4,8 - 5,4 ug/pol -
Muito grossa >5,5 ug/pol -
Incomum <0,75 gltex
MAT Imaturo 0,75 - 0,85 g/tex
Madura 0,86 - 0,95 g/ltex 1 (0,86); 2 (0,87); 3 (0,86); 4 (0,86)
Muito madura >95 gl/tex
Médio 2000 - 2250
CSP Alto 2250 - 2500 -
Muito Alto >2500 1 (2683); 2 (2817); 3 (2823); 4 (2924)

Legenda: Rendimento de fibras (FIB), comprimento médio (UHM), uniformidade (UNF), indice de fibras curtas (SFl), resisténcia
(STR), alongamento a ruptura (ELG), indice de micronair (MIC), indice de maturidade (MAT) e indice de fiabilidade (CSP).

Parametros referenciais de categorias para cada caracteristica de fibra de algoddo conforme o Regulamento Técnico do

Algoddo em Pluma da Instrucdo normativa n°® 24, de 14 de julho de 2016 do Ministério da Agricultura, Pecuéria e

Abastecimento.

O indice de micronair da fibra de algodao foi médio nas populacdes 1, 2 e 3 oriundas

de Camalaul, Casserengue e Quixada, respectivamente, e fino na populacdo 4 (Séo

Mamede), enquanto o comprimento médio foi médio para as populacdes 1 e 3 e longo para

as populacdes 2 e 4 (Tabela 3). Com excec¢do de alongamento a ruptura, uniformidade,

indice de fibras curtas e rendimento de fibras, as demais caracteristicas tecnolégicas de

fibra encontram-se dentro do esperado para cultivares modernas de algod&o upland de boa
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qualidade. Segundo Bachelier e Gourlot (2018) devem apresentar ELG de 6,8 - 7,7%, UNF
de 85-87%, SFI menor que 6%, FIB em torno de 40%, UHM com pelo menos 30 mm, MIC
de 3,8 - 4,5 pg/pol, STR minima de 26 g/tex, MAT de 0,86-0,95 e CSP com valor de 2000 a
2500.

A maioria das caracteristicas tecnoldgicas das fibras estudadas foi semelhante as da
cultivar perene e melhorada CNPA 5M, com exce¢do do ELG, STR e UHM. A ELG foi
classificada como alta em CNPA 5M (ELG = 6,8%) e muito baixa nas populacfes; STR foi
classificado como intermediario em CNPA 5M (STR = 25,4 g/tex) e resistente nas
popula¢des; enquanto UHM foi médio em CNPA 5M (UHM = 30,5 mm) e longo na maioria
das populacfes estudadas.

Quanto a andlise de agrupamento UPGMA baseada na distancia de Mahalanobis
(Figura 1) constatou-se que as populacdes divergiram quanto as caracteristicas tecnoldgicas
de fibra, as quais podem ser divididas em trés grupos de dissimilaridade com base no ponto

de corte proposto por Mojena (1977).

]
JJ
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Distdncia de Mahalanobis

Figura 1. Andlise de agrupamento UPGMA baseada na distancia de Mahalanobis para
quatro populagbes de G. hirsutum L. r. marie-galante do estado da Paraiba, Brasil.

Populacdes: 1 - Camalau; 2 - Casserengue; 3 — Quixabé ; 4 - S&o Mamede.

As populagbes mais similares (Quixabd e Sdo Mamede) foram alocadas em um
mesmo grupo, enquanto as populagbes mais dissimilares (Camalat e Casserengue) foram
alocadas em dois grupos distintos. De acordo com o método proposto por Singh (1981), a
maior contribuicdo relativa para a estruturacdo dos grupos foi fornecida pelos caracteres
ELG (50,19%) e FIB (36,45%), seguidos por UHM (7,63%), MIC (4,46%) e CSP (1,26%),
enquanto as contribuicbes de UNF, SFI, STR e MAT foram irrelevantes (0%). Todavia,
varias das caracteristicas tecnolégicas de fibra foram compativeis com o padrédo esperado

para cultivares modernas de algodoeiro upland.

3.2. Caracterizacdo genética das populacdes

3.2.1. Perfil de amplificac@o e andlise descritiva
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Os doze primers ISSR utilizados neste estudo amplificaram sequéncias de DNA com
bandas multiplas e tamanho variando de 250 a 2500 pb (Figura 2, Tabela 4).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 onALaccer bp

reos

Figura 2. Perfil de amplificacdo de bandas do primer ISSR 827 em individuos de G.
hirsutum L. r. marie-galante das popula¢des 1- Camalau (pocos de 1-8) e 2 — Casserengue
(pocos de 9-16).

A capacidade individual de cada primer ISSR em revelar polimorfismo genético nas
populacdes de algodoeiro perene foi variavel, pois a porcentagem de bandas polimorficas
variou de 10 a 85% e o contetdo de informacao polimérfica variou de 0,049 a 0,429.

Tabela 4. Perfil de amplificacdo de doze primers ISSR utilizados para detectar polimorfismo

genético em quatro populagbes de G. hirsutum L. r. marie-galante) do estado da Paraiba,

Brasil.

Primer Monomén!}l(l:Ja:nero ieolt;;nédr?iia Total P (%) PIC Faixa de amplificac&o (pb)
808 9 1 10 10,0 0,049 250 — 2000
814 6 2 8 25,0 0,222 250 - 2000
823 4 3 7 42,9 0,292 750 — 2000
827 6 2 8 25,0 0,256 250 - 1500
830 7 2 9 22,2 0,368 500 — 1500
834 5 3 8 37,5 0,330 250 — 2500
851 1 6 7 85,7 0,353 250 — 1000
853 3 4 7 57,1 0,256 500 — 3000
868 5 3 8 37,5 0,133 250 — 1000
872 3 5 8 62,5 0,429 250 - 1500
884 6 2 8 25,0 0,084 250 — 1000
892 7 4 11 36,4 0,298 250 — 1500

Média 5,2 3,0 8,2 38,9 0,256 -

Total 62 37 99 - - -

P- Porcentagem de polimorfismo; PIC- Contetido de informagé&o polimérfica; pb- Pares de bases.

Entretanto, a porcentagem média de bandas polimérficas (38,9%) e a classificacao
da maioria desses primers como moderadamente informativos indica que a capacidade de
detectar o polimorfismo genético estd dentro do esperado para esse tipo de marcador, com
desempenho semelhante aos observados nos estudos de Dongre et al. (2007), Sheidai et al.
(2012), Noormohammadi et al. (2013) e Rocha et al. (2016) em algodao upland.

3.2.3. Diversidade genética total e intrapopulacional
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A diversidade genética total (Hy=0,1305) e a diversidade genética média dentro das
populacdes (Hs=0,0806) foram baixas, ratificando a hipétese de que essas populacdes
podem ter sido originadas a partir de poucos gendtipos. Entretanto, as variagbes na
porcentagem de bandas polimorficas, diversidade genética de Nei e indice de Shannon
sugerem que as populacdes apresentaram niveis de diversidade genética distintos. Com
base nesses resultados, as populacdes procedentes de Camalal e Casserengue (1 e 2)

apresentaram diversidade genética superior as demais (Tabela 5).

Tabela 5. Valores médios dos indices de diversidade genética (+ erro padrdo) de quatro

popula¢cBes de G. hirsutum L. r. marie-galante) do estado da Paraiba, Brasil.

Populacéo P% Na Ne He I
1 28,3 1,2828+0,046 1,2202+0,038 0,1199+0,020 0,1723+0,029
2 22,2 1,2222+0,042 1,1579+0,003 0,0896+0,017 0,1309+0,025
3 13,1 1,1313%0,034 1,1102+0,029 0,0596+0,016 0,0848+0,022
4 11,1 1,1111+0,032 1,1027+0,029 0,053310,015 0,0747+0,021
Média 18,7 1,18685 1,14775 0,0806 0,115675

Legenda: P% - porcentagem de bandas polimérficas, Na — nimero de alelos observados, Ne — nimero de alelos efetivos, He —
diversidade genética de Nei, | — indice de Shannon.

3.2.4. Diferenciacao e fluxo génico entre populac¢des de algodoeiro perene

A diferenciagdo genética entre populagdes foi alta (Gst=0,3824), estando 38,24% da
variabilidade genética distribuida entre as populagbes. Isso sugere que as populagbes
podem ter sido originadas a partir de fontes de sementes distintas, todavia, a diferenciacéo
devido a deriva genética em fungéo da selec¢éo artificial, bem como de sele¢éo e adaptagéo
natural, de forma independente nos seus locais de origem parece fazer sentido.

A estimativa de fluxo génico indireto (Nm= 0,875) revelou uma baixa propor¢cédo de
migrantes entre as populacdes, que se deve, provavelmente, a dispersdo de sementes
espacialmente restrita e ao distanciamento geografico, que representa uma barreira a
dispersdo de poélen mediada por insetos. De fato, a distancia geografica entre estas
populacdes varia de 13,0 a 164,9 km e excede o limite de distancia em que provaveis
polinizadores costumam forragear em busca de alimento, como por exemplo, abelhas
nativas do género Melipona que percorrem até 4 km de distancia de seus ninhos (Rodrigues
e Ribeiro, 2014; Silva et al., 2014)

Dessa forma, a entrada ou a saida de alelos entre populacdes, provavelmente deve
acontecer por meio do intercambio de sementes por longa distancia mediada por humanos.
Esse mecanismo facilitador apresenta, atualmente, perspectivas de aumento devido a
organizacdo de bancos de sementes comunitarios no estado da Paraiba que promovem a
troca de sementes de variedades crioulas de varias culturas agricolas entre agricultores

familiares de todo o estado (Paulino e Gomes, 2015).
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A andlise de agrupamento UPGMA baseada na identidade genética de Nei (Figura 3)
revelou que as populagbes divergiram geneticamente, formando dois grupos de
dissimilaridade. As popula¢des mais similares entre si (Camalal, Quixaba e Sdo Mamede)
foram alocadas em um mesmo grupo e a populacdo mais dissimilar (Casserengue) em um

grupo distinto.

— .

Dés 0;39 OQIS D:BS IIIZID
Identidade genética de Nei
Figura 3. Analise de agrupamento UPGMA baseada na identidade genética de Nei para quatro
populacdes de G. hirsutum L. r. marie-galante do estado da Paraiba, Brasil. O ponto de corte foi
estabelecido conforme o método proposto por Mojena (1977). Populagbes: 1 - Camalal; 2 -

Casserengue; 3 — Quixaba ; 4 - Sdo Mamede.

3.2.5. Estruturacao genética
De acordo com o método de Evanno as populacdes estdo estruturadas em dois

grupos genéticos (Tabela 6).

Tabela 6. Estimativas do nUmero mais provavel de grupos genéticos (K) para o conjunto de dados

usando o método de Evanno.

K LnP médio (K) L '(K) Ln " (K) AK
1 -1137,6400 - - -

2 -1060,5800 77,0600 85,0200 7,5403
3 -1068,5400 -7,9600 38,2200 2,0641
4 -1114,7200 -46,1800 - -

Pela representacdo grafica (Figura 4) constata-se que as populacdes
procedentes de Camalau, Quixaba e Sdo Mamede (1, 3 e 4) pertencem ao mesmo
grupo genético (vermelho) enquanto a populacdo de Casserengue (2) a um grupo
genético distinto (verde), sendo esta diferenciacédo congruente com os resultados da

analise de agrupamento UPGMA baseada na identidade genética de Nei (Figura 2).
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Figura 4. Estrutura genética baseada na inferéncia Bayesiana (K=2) para quatro popula¢des de G.

hirsutum L. r. marie-galante do estado da Paraiba, Brasil. Os grupos genéticos estdo representados

por cores especificas (verde e vermelho) e cada barra vertical representa um individuo: 1 - Camalal
(1 - 8); 2 - Casserengue (9 — 16); 3 — Quixaba (17 — 24); 4 - Sdo Mamede (25 — 32). A proporcao das

cores de preenchimento corresponde a probabilidade de cada individuo ser atribuido a determinado

grupo genético.

A maioria dos individuos amostrados apresentou alta probabilidade (>95%) de ser

natural de sua populagéo de origem. Contudo, dois individuos (individuos 7 e 9) podem ser

considerados como migrantes de outro grupo genético (Figura 5), sendo esta uma evidéncia

de fluxo génico entre as populacées que também foi constatada pela estimativa de fluxo

genético indireto.

O teste de Mantel revelou correlacdo positiva (r = 0,8364; p-valor = 0,0038) entre a

distancia genética e a distancia geografica das popula¢bes (Figura 5), sugerindo que a

divergéncia genética entre elas pode ser explicada pelo isolamento espacial. Esse padrédo

de estruturacao genética também foi verificado por Menezes et al. (2010) com populagbes

de G. hirsutum L. r. marie-galante provenientes de diferentes estados do Nordeste do Brasil,

as quais formaram agrupamentos consistentes com a sua origem geografica a qual foi

atribuida, em parte, a atuacéo de diferentes programas de melhoramento.
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Figura 5. Relacdo entre distancia genética e geografica de quatro populacdes de G. hirsutum L. r.

marie-galante do estado da Paraiba, Brasil.

3.3. Implicagdes para conservacdo e melhoramento genético do algodéo



59

Com base nos dados genéticos apresentados neste estudo, as populagdes dos dois
grupos genéticos precisam ser protegidas para que a diversidade genética total seja
mantida, mas como as populacbes de Quixaba e Sdo Mamede sdo muito similares
geneticamente e geograficamente proximas, ambas podem ser consideradas como uma
Unica populacao a ser conservada.

Embora as sementes de todas as populacdes estejam preservadas ex situ em um
banco de germoplasma, esforcos especiais devem ser tomados para auxiliar na sua
conservacdo on farm, pois este germoplasma representa uma fonte estratégica de
sementes/alelos para formacdo de novos plantios/populacdes em seus locais de cultivo
tradicional. As populacdes provenientes de Camalal e Casserengue apresentaram maior
diversidade genética e a maioria das suas caracteristicas tecnoldgicas de fibra foi
compativel com as de cultivares modernas de algodao upland de boa qualidade. Portanto,
ao se considerar as caracteristicas intrinsecas de fibras, provavelmente, estas populacdes
podem ser as mais adequadas para estudos de melhoramento genético com obtencdo de

resultados em curto prazo.

4. CONCLUSOES

As populacdes divergem em relacdo a varias caracteristicas tecnoldgicas de fibra
formando trés grupos de similaridade, sendo a maioria das caracteristicas compativeis com
0 padrdo esperado para cultivares modernas de algodoeiro. As populagcdes exibem uma
baixa diversidade genética intrapopulacional, estdo reprodutivamente isoladas pela distancia
geografica, formando dois grupos genéticos espacialmente estruturados. Estas informacdes
podem dar suporte a conservacao genética das populacées de algodoeiro arbéreo e a sua

valoragéo para programas de melhoramento genético.
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CAPITULO 5

A BIOMASSA FOLIAR DO ALGODOEIRO PERENE (Gossypium hirsutum r.
marie-galante Hutch) POSSUI POTENCIAL PARA USO FORRAGEIRO?

RESUMO: A biomassa vegetativa do algodoeiro perene foi um importante recurso alimentar
para ruminantes no Semiarido do Nordeste do Brasil até o final do século XX quando a
cotonicultura entrou em declinio devido a problemas climaticos, econébmicos e o ataque
severo de uma praga agricola. Como a cotonicultura tem retornado para essa regido, a
biomassa vegetativa podera voltar a ser uma opcéo forrageira para alimentacdo de
ruminantes. Dessa forma, objetivou-se com este estudo avaliar as caracteristicas
agrondmicas e a composi¢cao quimico-bromatoldgica foliar de quatro populacdes base de
algodoeiro perene (Gossypium hirsutum r. marie-galante Hutch), analisando suas
implicagdes para fins forrageiros. Avaliou-se a altura, o numero de folhas e o niumero de
ramos vegetativos das plantas, assim como os teores de proteina bruta, fibra de detergente
neutro, fibra de detergente acido, matéria mineral e matéria seca da biomassa foliar nos
estadios vegetativo, florescimento e pods-colheita. A resposta dos caracteres agronémicos
varia em funcao da interacao entre os fatores populacdo e estadio fenoldgico. A biomassa
foliar do algodoeiro perene apresenta perfil quimico-bromatolégico potencialmente
apropriado para alimentacdo de ruminantes em todos os estadios fenologicos, todavia
apresenta melhor desempenho no florescimento e na pos-colheita, sendo a populacéo Bulk-
04 a que reune as caracteristicas agronémicas e quimico-bromatoldgicas desejaveis para
fins forrageiros. Para o uso seguro da biomassa foliar na alimentacdo animal ainda s&o

necessarios estudos complementares sobre o consumo, digestibilidade e o teor de gossipol.

PALAVRAS-CHAVE: Gossypium. Nutricdo animal. Planta forrageira. Proteina. Semiérido.

1. INTRODUCAO

A cultura do algodoeiro produz a fibra natural mais importante do mundo para a
indastria téxtil e suas sementes sdo utilizadas como matéria-prima para fabricacéo de 6leo
vegetal, racdo animal e fertilizante organico (Conab, 2019). Apos a colheita da fibra, ainda
permanecem no campo uma grande quantidade de biomassa constituida por caules, ramos
laterais, folhas verdes e secas, além de macds imaturas e capulhos remanescentes que
apresentam grande potencial de aproveitamento (Huang et al., 2011).

No Brasil, a biomassa do algodoeiro é geralmente destruida ou incorporada ao solo
logo apds a colheita da fibora como medida profilatica para combater pragas e doencas
(Ribeiro et al., 2015), mas em paises como a China e EUA tém se estudado outras

aplicacbes para esse subproduto da cotonicultura. Alguns dos estudos mais recentes
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destacaram a utilizacdo da biomassa vegetativa do algodoeiro como alimentos para
ruminantes, bioenergia e fonte de outras matérias primas industriais (He et al., 2017).

Com relacdo a alimentacdo animal, a biomassa vegetativa do algodoeiro que
permanece no campo apos a colheita do algoddo em caro¢o possui maior teor de proteina
bruta que a palhada de culturas alimenticias, mas também contém niveis relativamente altos
de fibra em detergente neutro e fibra em detergente acido (Rehemujiang et al., 2016), assim
como gossipol livre que é um composto polifendlico potencialmente toxico a ruminantes
(Rehemujiang et al., 2019). Essas limitacdes podem ser superadas com a fermentacéo da
biomassa vegetativa do algodoeiro que promove a reducao os teores de fibras e de gossipol
livre e aumenta a digestibilidade para ruminantes (Yongjian et al., 2014; Rehemujiang, et al.,
2016).

A utilizacdo da biomassa vegetativa do algodoeiro como recurso forrageiro foi uma
pratica comum na Regido Semiarida do Nordeste do Brasil até a segunda metade do século
XX, quando se cultivavam variedades tradicionais de algodoeiro de ciclo perene e porte
arboreo da espécie Gossypium hirsutum r. marie galante (Hutch.) que eram denominadas
localmente de algodoeiros perenes, mocés ou arbdreos (Toscano Neto, 1970; Nogueira &
Simdes, 2009). Nesse periodo, a lavoura de algodoeiro perene era considerada um
subsistema de producdo de forragem, pois logo ap6s a colheita da fibora a mesma era
destinada ao pastejo do gado, principalmente, bovinos de corte (Moreira & Targino 1997).

Devido ao declinio da cotonicultura no Semiérido brasileiro esse subsistema de
producdo de forragem foi por muito tempo esquecido, mas com o retorno da cotonicultura
nessa regiao, a biomassa vegetativa do algodoeiro podera voltar a ser uma opcéo forrageira
para alimentacdo de ruminantes.

Dessa forma, objetivou-se com este estudo avaliar as caracteristicas agronémicas e
a composicdo quimico-bromatolégica foliar de diferentes populacdes base de algodoeiro

perene (G. hirsutum r. marie-galante) de origem brasileira.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Localizacéo e caracterizacdo do local do ensaio de campo

Os dados analisados foram provenientes de um ensaio de campo conduzido em uma
area de experimentacdo agricola pertencente ao Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB) no municipio de Areia, Estado da Paraiba, Brasil.
O ensaio foi realizado entre os meses de marco e novembro de 2017, tendo duracao de 240
dias, sendo registrada durante este periodo a temperatura média de 22 °C, umidade relativa
do ar média de 85% e precipitacdo pluvial acumulada de 1162,4 mm. Esses dados foram
gentilmente cedidos pela estacao meteriologica da UFPB/CCA localizada que fica ha 4 km

de distanciada da estagdo experimental.
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A andlise quimica do solo (camada de 0,0- 20 cm) da area experimental apresentou
0s seguintes resultados: pH = 6,2, P=146.55 mg.dm?, K* = 109,41 cmol..dm™, Na* = 0,08
cmol..dm™, H+AI™*=0.50 cmol..dm™, Al** = 0,10 cmol..dm®, Ca™ = 0,88 cmol..dm?®, Mg* =
0,30 cmol..dm™, Matéria organica = 11,24 g.kg™, indicando que o solo apresentava-se
adequado para a cultura do algodoeiro.

2.2. Design experimental e gerenciamento do ensaio de campo

O ensaio foi conduzido em esquema fatorial (4x3), sendo o primeiro fator referente a
guatro populacdes base de algodoeiro perene (selecionadas pelo método bulk) e o segundo
fator por trés estadios fenolégicos. Adotou-se o delineamento em blocos casualizados com
guatro repeticBes. As parcelas eram compostas por 30 plantas, sendo a area util da parcela
composta pelas cinco plantas centrais.

O preparo do solo foi realizado por meio de aracéo e gradagem e as covas de plantio
foram abertas manualmente com uso de enxada considerando o espagamento de 1,0 m
entre plantas e 1,5 m entre fileiras. Na semeadura foram utilizadas sementes provenientes
de quatro populacdes base de algodoeiro perene: Bulk Camalat/2017 (Bulk-01), Bulk S&o
mamede/2017 (Bulk-02), Bulk Quixab&/2017 (Bulk-03) e Bulk Casserengue/2017 (Bulk-04)
que foram cedidas pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — Embrapa Algodao
sediada na cidade de Campina Grande, Estado da Paraiba, Brasil. Foram semeadas trés
sementes por cova, mas apenas uma das plantulas que germinaram foi deixada no estande
final.

O ensaio foi conduzido em sistema de sequeiro com o emprego de praticas de
manejo classicas para a cultura incluindo: poda a altura de 70 cm do solo aos 120 dias apds
a semadura para reduzir o porte e quebrar a dominancia apical da planta e eliminagcédo da
vegetagdo espontanea por meio de capina manual.

2.3. Variaveis avaliadas

As avaliagbes dos caracteres agrondmicos e a coleta de amostras foliares para
determinagcdo da composicdo quimico-bromatoélogica foram realizadas aos 65, 135 e 225
dias ap6s a poda, que corresponderam, respectivamente, aos estadios fenoldgicos
vegetativo, florescimento e pos-colheita. A duracdo de cada estédio fenolégico foi
determinada em dias conforme o sistema de referéncia para algodoeiro elaborado por Marur
& Ruano (2001).

Para caracterizacdo agrondbmica foi mensurada a altura das plantas (AP) e
contabilizado o nimero de folhas (NF) e o nUmero de ramos vegetativos (NRV) das plantas
em cada estadio fenoldgico. Para determinacdo da composicao quimico-bromatoldgica as
amostras de folhas foram secas a 55° por 72 h em estufa de secagem com circulacédo
forcada de ar. Apos a secagem, as amostras foram moidas em moinho de facas (Wiley, AH

Thomas, Filadélfia, PA, EUA) equipado com uma peneira de 1 mm.
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A partir das amostras moidas determinou-se: Matéria seca (MS), Matéria mineral e
Proteina bruta (PB) pelos métodos 934,07; 942,05 respectivamente, de acordo com a
Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1995). A Fibra em detergente neutro
(FDN) e a Fibra em detergente &cido (FDA) foram determinadas de acordo com a
metodologia de Van Soest et al. (1991). As determinagfes foram realizadas em duplicada e
os resultados finais foram expressos em gramas por quilograma de matéria seca (g.kg™).
2.4. Andlise dos dados

Os dados atenderam aos pressupostos para analise paramétrica, entdo foram
submetidos ao teste F (p<0,05) da Analise de Variancia (ANOVA) sendo analisados em
esquema fatorial (4x3) com parcelas subdivididas (fator populacdo na parcela principal e o
fator estadio fenolégico nas subparcelas). Quando efeitos significativos foram detectados,
aplicou-se o teste de Tukey (p < 0,05) para diferenciar as médias. A relacdo entre as
variaveis foram testadas pela correlacdo simples de Pearson (r), mas apenas as relagdes
significativas (p < 0,05) e com coeficientes de alta magnitude (r = 0,70 a 1,00) foram
consideradas na discussdo dos dados. Essas andlises foram realizadas com o programa
estatistico AgroEstat versao 1.1.0.711 (Barbosa e Maldonado Junior, 2015).

Para fins exploratérios utilizou-se a Andalise de componentes principais (ACP)
implementada no software estatistico PAST 4.0 (Hammer et al., 2001).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a ANOVA (Tabela 1), verificou-se que houve interacdo (p < 0,05)
entre os fatores populagéo x estadio fenolégico para as variaveis PB, FDA, MM, MS, AP,
NF, NRV. Todavia, ndo houve interacdo (p > 0,05) entre esses fatores para as variaveis
FDN e AL.
Tabela 1. Valores de quadrado médio e significancia do teste F da ANOVA para caracteres
agrondmicos e quimico-bromatoldgicos de algodoeiro perene em funcdo dos fatores

populacéo (P), estadio fenoldgico (E) e a interagcdo populacéo x estadio fenolédgico (P x E)

FV GL PB FDN FDA MM MS AP NF NRV
Bloco 3 1,94™ 465™ 501" 011™ 0,61™ 57578™  1118,22™  36,89™
Populacdo 3 1,59™ 41,11 9,27™ 0,74™ 1,31™  824,44™  5837,76 211,24
Residuo 9 1,53 2,71 0,94 1,04 0,879 1013,11 498,25 7,67
Parcela 15 - - - - - - - -
Estadio 2 9565 157,60 59,98 131,10 158,33 15652,05 398099,03  1312,82
PxE 6 393 936" 863 805 2,137 89,19" 1640,44” 88,42
Residuo 24 1,15 4,03 0,73 1,38 0,38 127,26 163,47 10,07
Total 47 - - - - - - - -
CV%(P) - 7,63 5,98 7,38 8,53 1,03 14,99 10,09 7,86
CV%(F) - 6,63 7,30 6,50 9,83 0,68 8,855 5,78 9,01

ANOVA: néo significativo = ns, significativo a 5% = * e significativo a 1% = ** de probabilidade pelo teste F. FV = fonte de
variagdo; GL = grau de liberdade; CV = coeficiente de variagdo; PB = proteina bruta; FDN = fibra de detergente neutro; FDA =
fibra de detergente acido; MM = matéria mineral; MS = matéria seca, AP = altura de planta; NF = nimero de folhas; NRV =

ndmero ramos vegetativos; NRR = nimero de ramos reprodutivos.
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A altura das plantas néo diferiu entre as populacdes (p > 0,05), mas variou entre 0s
estadios fenoldgicos (p < 0,05), tendo as plantas apresentado maior altura na pés-colheita
(Tabela 2). Essa resposta era esperada, pois 0 algodoeiro perene possui habito de
crescimento indeterminado (Silva et al., 2011).

Tabela 2. Valores médios de altura, nUmero de folhas e nimero de ramos vegetativos das

plantas de quatro populagfes de algodoeiro perene em diferentes estadios fenoldgicos

Populacéo (P)

Estadio fenologico (F) Bulk-01 Bulk-02 Bulk-03 Bulk-04 Media (E)
.......................................... Altura (Cm.planta™).......ocooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees

Vegetativa 93,2 94,9 104,8 99,9 98,2 C
Florescimento 115,8 119,3 133,3 125,5 123,5B
Pos-colheita 1442 162,6 175,4 159,5 160,4 A
Média (P) 117, 7 125,6 137,8 128, 3

............................................ Folhas (NUMero.planta™)......,..coveeeeeeeeeeeeeseeeseeenen
Vegetativa 120,4 bB 126,7 bB 123,5bB 164,7 aB 133,8
Florescimento 373,2 bA 369,0 bA 449,7 aA 420,6 aA 403,1
Pés-colheita 103,1bB 121,5 abB 134,0 abB 146,1 aB 133,8
Média (P) 198,9 205,7 235,7 243,8

................................... Ramos vegetativos (ndmero.planta™)...........ccccvoeoveveeevevennnn.
Vegetativa 23,5¢cB 31,7 bB 34,2 bB 42,7 aA 33,1
Florescimento 44,8 bA 40,6 bA 43,3 bA 51,8 aA 45,1
Pos-colheita 23,2 bB 26,0 abC 30,2 aB 30,1 aB 27,4
Média (P) 30,5 32,8 38,7 38,7

Médias seguidas pela mesma letra, minlscula na linha e mailscula na coluna, néo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

Verificou-se que o numero de folhas das populagbes Bulk-03 e Bulk-04 foram
maiores do que nas demais populacdes no estadio de florescimento. A populacdo Bulk-04
também apresentou numero de ramos vegetativos superior as demais populacées nos
estadios vegetativo e de florescimento (Tabela 2).

Uma maior quantidade de folhas e ramos vegetativos por planta é um atributo
desejavel em algodoeiro para fins forrageiros, pois esse 6rgdo contém o0s principais
nutrientes exigidos na dieta dos ruminantes (Rehemujiang et al.,, 2016). Embora a
guantidade de folhas no estadio pés-colheita tenha sido menor em relacdo ao estadio de
florescimento, as plantas ainda conservavam cerca de 30% da folhagem que é uma
gquantidade consideravel de biomassa a ser aproveitada como forragem.

Ao analisar os caracteres quimico-bromatoldgicos, constatou-se que o teor de
matéria seca (MS) da biomassa foliar de todas as populacdes foi mais elevado no estadio
vegetativo (Tabela 3), pois a MS costuma reduzir na medida em que a planta envelhece.
N&o houve diferenca no teor de MS das populagfes no estadio de pos-colheita, mas o da
populacdo Bulk-01 no estadio de florescimento foi superior ao das demais (Tabela 3).
Embora o maior teor de MS tenha sido obtido no estagio vegetativo, estima-se que uma
maior produtividade de MS (kg ha™) podera ser obtida no estadio de florescimento, pois o

numero de folhas neste estadio foi cerca de trés vezes maior.
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Tabela 3. Valores médios dos teores de matéria seca, matéria mineral, proteina bruta, fibra
em detergente neutro e fibra em detergente acido das folhas de quatro populacdes de

algodoeiro perene em diferentes estadios fenoldgicos

Populacéo (P)

Estadio fenologico (E) Bulk-01 Bulk-02 Bulk-03 Bulk-04 Média ()
............................................ Matéria seca (G.KG MF).....oomeeeeeeeeeeeereeen.
Vegetativa 125,8 aA 128,9 aA 131,5aA 134,4 aA 130,2
Florescimento 108,6 aB 90,9 bB 84,4 bB 96,6 bB 95,1
Pos-colheita 62,9 aC 70,4 aC 64,2 aC 71,9 aC 67,4
Média (P) 99,1 96,8 93,4 101
........................................ Matéria mineral (g.Kg™" MS).......cccerevrereeererernnn,
Vegetativa 100,6 aB 97,1 abB 80,4 abB 78,6 bC 89,0
Florescimento 101,6 bB 127,3 aA 137,8 aA 122,2 bB 122,0
Pos-colheita 149,1 aA 144,0 aA 136,5 aA 155,2 aA 146,0
Média (P) 117,1 122,8 118,2 119,0
......................................... Proteina bruta (§.Kg™MS)......ccoeeeeeeeeeeeeennen,
Vegetativa 143,2 aB 149,9 aB 156,1 aB 145,8 aB 148,0
Florescimento 176,9 bA 190,3 abA 199,9 aA 194,0 abA 190,0
Pos-colheita 152,5 abB 156,1 aB 133,2 bC 148,4 abB 147,0
Média (P) 157,0 165,0 163,0 163,0
................................. Fibra em detergente neutro (g kg™MS).......cccoceeueen....
Vegetativa 271,0 257,1 271,8 231,7 258,2B
Florescimento 309,2 287.,4 344,0 303,1 3110 A
Pés-colheita 248,8 269,8 277,6 225,0 2553 B
Média (P) 276,3B 271,4 BC 298,3 A 253,3C
.................................. Fibra em detergente &cido (g kg MS).......ccoccoevenn.n.
Vegetativa 146,4 aA 135,0 abA 151,7 aB 119,0 bB 138,0
Florescimento 138,0 bA 139,1 bA 173,0 aA 135,4 bA 146,0
P6s-colheita 101,8 bB 125,4 aA 98,0 bC 104,6 bB 109,0
Média (P) 131,0 133,0 140,0 120,0

MF = matéria fresca; MS = matéria seca. Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na linha e maildscula na coluna, ndo

diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os maiores teores de matéria mineral (MM) foliar foram verificados nos estadios de
florescimento e pés-colheita para as populac6es Bulk-02 e Bulk-03 e apenas no estadio de
pés-colheita nas populagBes Bulk-01 e Bulk-04 (Tabela 3) que pode ser explicado pelo
acumulo de minerais nas folhas ao longo do ciclo de vida da planta, atingindo valores
maximos geralmente na fase reprodutiva. Em algodoeiro herbaceo, o aciumulo maximo de
nutrientes minerais ocorreu entre 120 e 190 dias ap6s a semadura, coincidindo com os
estadios de florescimento e frutificagdo (Vieira et al. 2018), como observado neste estudo
para as populacdes de algodoeiro perene. Todavia, a variagdo no teor de MM verificada
entre as populagbes, para um mesmo estadio fenoldgico, sugere que existe divergéncia
genética interpopulacional para este caractere.

O teor de proteina bruta (PB) foliar das populacdes foi maior no estadio de
florescimento (Tabela 3). Embora a populacéo Bulk-01 tenha apresentado teor de PB inferior
as demais neste estadio, todas elas apresentaram teor de PB acima de 7,0% (70,0 g.kg™)
gue é minimo recomendado para plantas forrageiras destinadas a alimentacdo de
ruminantes (Souza et al. 2013). Os teores de PB encontrados nas folhas de algodoeiro
perene neste estudo (PB = 147,0 — 190,0 g.kg™) foram mais elevados do que os observados
em algodoeiro herbaceo (PB = 112,0 g.kg™") (Rehemujiang et al., 2016) e em plantas

forrageiras usadas para alimentacdo de ruminantes no Semiarido brasileiro incluindo
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estilosantes (PB =118,8 g.kg™), capim-buffel (PB = 30,04 - 120,0 g.kg™) e a palma-forrageira
(PB = 86,0 g.kg™) (Monc&o et al., 2011; Silva et al., 2013; Silva et al., 2015), sugerindo que a
biomassa foliar do algodoeiro perene pode entrar na dieta dos rebanhos como fonte
proteica.

A fibra em detergente neutro (FDN), que é composta pelos principais constituintes da
parede celular (celulose, hemicelulose e lignina) das folhas foi mais elevada na populacéo
Bulk-03no estadio de florescimento e entre as. A fibra em detergente acido, que engloba
apenas os componentes menos digestiveis (celulose e lignina) das folhas, também diferiu
entre os estadios fenoldgicos, com os menores teores verificados nas populacdes Bulk-03 e
Bulk-04 no estadio vegetativo e as populac¢des Bulk-01, Bulk-03 e Bulk-04 na pés-colheita
(Tabela 3).

A fibra € um constituinte indispensavel no manejo nutricional dos ruminantes, pois
esta diretamente envolvida no metabolismo energético e na saude dos animais, pela
atuacdo na manutencdo do ambiente ruminal (Alves et al., 2016). Quanto mais alto o teor de
FDN maior sera o valor energético da forragem e enquanto maior o teor de FDA menor a
digestibilidade da forragem, todavia, ndo deve ultrapassar 21% (210,0 g kg™) da matéria
seca da dieta para ruminantes (Rodrigues, 2010). Os valores médios de FDA nas folhas de
algodoeiro perene observados neste estudo (FDA =119,6 - 140,9 g kg®') podem ser
considerados baixos quando comparados ao de outras forrageiras, incluindo gramineas
(FDA= 311,6 - 469,8 g kg™) (Fioreli et al., 2018) e leguminosas como amendoim forrageiro
(FDA= 242,1 g kg™), sugerindo que a biomassa foliar de algodoeiro perene apresentou teor
de FDA apropriado para alimentacdo de ruminantes.

Ao analisar a relacdo entre variaveis verificou-se que os caracteres agronémicos NF
e AL se correlacionaram (p<0,05) com caracteres quimico-bromatoldgicos PB, FDN e MS
(Tabela 4). Os coeficientes de correlacéo entre PB x NF (r=0,847), FDN x NF (r=0,709) e MS
x AL (r=0,807) foram altos e significativos (p<0,01) e indicam forte correlacdo positiva entre
esses caracteres (Tabela 4). A existéncia de colinearidade entre esses caracteres indica que
os teores de PB, FDN e MS nas folhas do algodoeiro perene possuem forte associagdo com
os caracteres agronémicos NF e AL que pode ser explorada em estudos alométricos futuros.
Tabela 4. Andlise de correlacdo entre caracteres agronémicos e quimico-bromatolégicos

das folhas de algodoeiro perene

PB FDN FDA MM MS NF NRV AP
PB -
FDN 0,630" -
FDA 0,534" 0,652" -
MM -0,145™ -0,114"™ -0,301" -
MS 0,070" 0,053" -0,391" 0,878" -
NF 0,847 0,709 0,489~ 0,069 0,049" -
NRV 0,681~ 0,480 0,398~ -0,250"™ -0,232" 0,770" -
AL -0,074™ -0,059"™ -0,450" 0,657 0,807~ 0,087 -0,195™ -

Andlise de correlagdo: nédo significativo = ns, significativo a 1% = ** pelo teste F. MM = matéria mineral; PB = proteina bruta;
FDN = fibra em detergente neutro; FDA = fibra de detergente acido; NF = nimero de folhas, NRR = nimero de ramos

reprodutivos, AP = altura de planta.
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As diferengas entre as populagcdes de algodoeiro perene no que se refere aos
caracteres agrondmicos e quimico-bromatolégicos sugere que as mesmas apresentam
perfis morfo-agrondmicos e quimico-bromatoldgicos distintos. De fato, a andlise exploratoria
dos dados usando ACP revelou que as populagdes de algodoeiro perene foram claramente
discriminadas no espaco das PCs com base em suas caracteristicas agrondmicas e
quimico-bromatolégicas, indicando que as varidveis estudadas possuem alto poder

discriminatério (Figura 1).
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Figura 1. Abordagem estatistica multivariada (a - Analise de agrupamento e b - Andlise de
Componentes Principais) para quatro populacbes base de algodoeiro perene brasileiro

baseada em variaveis agrondmicas e quimico-bromatolégicas.

Ao analisar a distribuicdo das populagbes de algodoeiro perene nos espagos das
PCs pode-se verificar que os valores mais elevados de NF, MS, MM e PB estavam
associados a populacdo Bulk-04 e de FDN e FDA com a populagédo Bulk-03. As variaveis
associadas a populacdo Bulk-04 sdo as mais relevantes, sugerindo que esta populacdo
reline as caracteristicas agrondmicas e quimico-bromatolégicas mais desejaveis para fins

forrageiros.

4. CONCLUSOES

A resposta dos caracteres agrondmicos varia em funcdo da interacdo entre o0s
fatores populacdo e estadio fenoldgico. A biomassa foliar do algodoeiro perene apresenta
perfil quimico-bromatoldgico potencialmente apropriado para alimentacdo de ruminantes em
todos os estadios fenoldgicos, todavia o melhor desempenho foi observado no florescimento
e pos-colheita. A populacdo Bulk-04 relne as caracteristicas mais desejaveis para fins

forrageiros. Para determinar o potencial forrageiro do algodoeiro perene ainda sao
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necessarios estudos complementares sobre o consumo, digestibilidade e o teor de gossipol

da biomassa foliar.
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