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DIVERSIDADE FENOTIPICA E DETERMINACAO DO TEOR DE OLEQ EM PINHAO-
MANSO POR ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO PROXIMO

RESUMO - O objetivo do presente trabalho consistiu em caracterizar a
diversidade fenotipica em gendtipos de pinhdo-manso através de analises multivariadas,
além de desenvolver um modelo de calibracdo para a determinacdo do teor de 6leo por
meio da espectroscopia do infravermelho préximo (NIR) visando a selecdo de gendtipos
com alto teor de O6leo. Para a analise fenotipica, foram avaliados 11 caracteres
agronémicos em 165 genotipos de pinhdo-manso pertencentes ao banco de germoplasma
in vivo localizado no Departamento de Producdo Vegetal da UNESP/FCAV, Jaboticabal,
SP. Os caracteres utilizados foram: altura da planta, didmetro do caule, nimero de
ramificacBes primarias, comprimento de fruto, largura de fruto, peso de fruto, formato de
fruto, comprimento de semente, largura de semente, peso de semente e teor de 6leo. Os
dados foram submetidos a analise de componentes principais (PCA), andlise de
agrupamento pelo método hierarquico de Ward e método nao hierarquico k-médias. O
carater formato de fruto foi retirado das analises multivariadas por ser de natureza
gualitativa. Na PCA, os 4 CPs explicaram 71,62% da variancia total. Os caracteres de
maior contribuicdo para a discriminacdo dos gendtipos no CP1 foram peso de semente,
largura de fruto, comprimento de fruto e peso de fruto. Destacaram-se 22 gendtipos
promissores com potencial para serem explorados em programas de melhoramento
genético. O dendrograma obtido pela andlise de agrupamento de Ward e para a analise
de k-médias geraram nove grupos, dos quais 5 agruparam genotipos com caracteristicas
vantajosas. As analises multivariadas permitiram a caracterizacdo dos genotipos,
possibilitando a selecéo para muitos caracteres avaliados e a indicacdo de estratégias de
ganhos com a selecao, para programas de melhoramento genético. Para a construcdo da
curva de calibracdo e validacdo para teor de O6leo, foram utilizadas sementes de 174
plantas, que tiveram o 6leo extraido pelo método "Soxhlet" para obtencéo dos valores de
referéncia, que foram entre 50,27% a 63,21% (m/m) de 6leo. Os espectros foram
coletados das sementes sem tegumento, intactas, por acessoério de rotacdo, por meio da
espectroscopia por infravermelho préximo (NIR) em equipamento modelo Tango, Bruker.
Cada espectro foi retirado com uma média de 64 scans com resolucdo de 16 cm™. As
regides espectrais selecionadas para a curva de calibracdo foram de 8992 a 7424 cm™ e
5336 a 4928 cm™. Os coeficientes de correlacdo (R?) da curva construida foram de
73,23% para calibracdo e de 70,79% para validacdo, sendo o erro quadrado médio de
calibracdo (RMSEC) de 1,35 e o erro quadrado médio de validagdo cruzada (RMSECYV)
de 1,40 entre os dados obtidos pelo método de referéncia e pelo NIR. Os resultados
indicaram que o teor de 6leo da espécie Jatropha curcas L. pode ser estimado por NIR, e
o método de referéncia utilizado foi satisfatorio, apresentando boa correlagdo com a
informacdo espectral, tornando a curva construida confidvel. Contudo, futuramente é
necessaria a adicdo de novos valores para a melhoria da sua robustez e amplitude.

Palavras-chave: andlise de agrupamento, analise de componentes principais, NIR,
Jatropha curcas L.
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PHENOTYPIC DIVERSITY AND DETERMINATION OF OIL CONTENT IN JATROPHA
BY NEAR INFRARED SPECTROSCOPY

ABSTRACT - The purpose of this study was to characterize the phenotypic
diversity in Jatropha genotypes by multivariate analysis, and developing a calibration
model for determination oil content by Near-infrared spectroscopy (NIR) in order to select
genotypes with high oil content. For the phenotypic analysis, 11 agronomic characters
were evaluated in 165 genotypes of Jatropha belonging to the germplasm bank in vivo
located in the Department of Plant Production UNESP / FCAV, Jaboticabal, SP. The
characters were: plant height, stem diameter, number of primary branches, fruit length,
fruit width, fruit weight, fruit shape, seed length, seed width, seed weight and oil content.
The data were submitted to principal component analysis (PCA), cluster analysis by the
hierarchical method of Ward and non- hierarchical method of k-means. The character fruit
shape was removed from multivariate analysis for being qualitative. In PCA, the 4 PCs
explained 71.62% of the total variance. The greatest contribution of the characters to
discriminate the genotypes in PC1 were seed weight, fruit width, fruit length and fruit
weight. They highlighted 22 promising genotypes with potential to be exploited in breeding
programs. The dendrogram obtained by Ward cluster analysis and the k-means analysis
generated nine groups, 5 of which grouped genotypes with advantageous features.
Multivariate analyzes allowed the characterization of the genotypes, allowing the selection
for many traits and indicating gains strategies with selection for genetic improvement
programs. For the construction of the calibration and validation curve for oil content of
seeds were used 174 plants that had oil extracted by the method "Soxhlet" to obtain
reference values which were between 50.27 to 63% 21% (m/m) of oil. The spectra were
collected from intact seeds without husk by attachment rotation through near-infrared
spectroscopy (NIR) in Tango machine model, Bruker. Each spectrum was taken with an
average of 64 scans with a resolution of 16 cm™. The spectral regions chosen for the
calibration curve were 8992-7424 cm™ and 5336-4928 cm™. The correlation coefficients
(R?) of the curve constructed were 73,23% for calibration and 70,79% for validation, the
calibration mean square error (RMSEC) was 1,35 and cross validation mean square error
(RMSECV) was 1,40 between the data obtained by the reference method and the NIR.
The results indicated that the oil content of Jatropha curcas L. can be estimated by NIR,
and the reference method was satisfactory, with good correlation with the spectral
information, making the built curve reliable. However, future addition of new value to
improve their robustness and amplitude is required.

Keywords: cluster analysis, principal components analysis, NIR, Jatropha curcas L.



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

A preocupacdo mundial com o meio ambiente em razdo da degradacdo causada
pela poluicdo, assim como a rapida diminuicdo das reservas de combustiveis fosseis e 0
consequente aumento no preco do petréleo, levou a exploracdo de 6leos vegetais visando
a producéo de combustiveis alternativos.

Diante deste cenario, no Brasil foi aprovada a Lei n° 11.097 em 13 de janeiro de
2005, a qual introduziu o biodiesel na matriz energética definindo-o como um
biocombustivel renovavel derivado de biomassa, cujo uso objetiva a substituicdo parcial
ou total dos combustiveis fésseis (SEBRAE, 2008).

Considerando a dimenséo continental do Brasil e sua diversidade de clima e solo,
calcula-se que existam mais de 200 espécies de oleaginosas com potencial para
producdo de biodiesel e neste contexto, uma espécie que vem ganhando destaque é o
pinhdo-manso (BELTRAO; CARTAXO, 2006).

O pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) é uma espécie oleaginosa, arbustiva, perene,
pertencente a familia Euphorbiaceae. Dentre as vantagens desta planta para producéo de
biodiesel, estdo a alta produtividade de 6leo, baixo custo de producdo e resisténcia ao
estresse hidrico (EMBRAPA, 2006), além disso, apresenta boa conservagdo da semente
colhida, podendo ser armazenada por longos periodos sem 0s inconvenientes da
deterioracdo do 6leo (PURCINO; DRUMOND, 1986).

Por ser considerada uma espécie ainda em fase de domesticacdo, ndo existem
cultivares definidas, portanto, é de extrema importancia a escolha e a caracterizacédo de
acessos promissores de pinhdo-manso a fim de se iniciar um programa de melhoramento
genético (PAZETO, 2013).

Dentre os métodos mais utilizados e vantajosos para caracterizar e selecionar
genotipos promissores de uma espécie vegetal estdo as andlises estatisticas
multivariadas. As informacdes obtidas por estas analises permitem avaliagdes do material
genético sobre um conjunto de caracteristicas relativas aos gendtipos em estudo,
facilitando assim, a sele¢cédo de gendtipos promissores e avaliagdo da divergéncia genética
(OLIVEIRA, 1989).

A principal caracteristica do pinh&o-manso & o teor de 6leo presente em suas

sementes, sendo este portanto o carater mais visado nos gendtipos, para comporem
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programas de melhoramento. Uma das técnicas utilizadas para a determinacao do teor de
Oleo e outros componentes de uma espécie vegetal, € a espectroscopia no infravermelho
proximo (Near-infrared spectroscopy), técnica vantajosa por ser eficiente, rapida e ndo
destrutiva, sendo assim diferente dos outros métodos empregados.

Sendo assim, o objetivo do presente trabalho consistiu em caracterizar a diversidade
fenotipica em genotipos de pinhdo-manso, além de construir uma curva de calibracao por
espectroscopia do infravermelho proximo (NIR) para determinacdo do teor de Oleo
visando a selecdo de gendtipos com alto teor de Oleo para futuros programas de

melhoramento genético.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Pinhdo-manso

2.1.1. Descrig&o agrondmica e cultivo

A origem do pinhdo-manso é bastante controversa, porém, acredita-se que este seja
originario da América Central, contudo, se desenvolve espontaneamente em diversas
regides do Brasil (ROSADO et al., 2010).

O género Jatropha apresenta polinizacdo entomofila (SATURNINO et al., 2005),
aumentando a probabilidade de ocorréncia de variabilidade genética dentro das espécies.
A espécie Jatropha curcas L. é arbustiva, alcanca de dois a cinco metros de altura, em
média produz frutos com trés sementes de 2 cm de comprimento, por 11 mm de largura e
9 mm de espessura, oblongas e pretas. Suas folhas jovens sdo avermelhadas, se
tornando verde-escuras quando adultas, as quais possuem de trés a cinco I6bulos,
pecioladas, alternas, com nervuras esbranquicadas e salientes na face inferior da lamina
foliar, suas flores s&o monoicas, pequenas e amarelo-esverdeadas. E uma cultura perene
e suas arvores duram aproximadamente 35 anos (DRUMMOND et al., 1984).

O diametro do seu tronco é de aproximadamente 20 cm, as raizes sdo curtas e
pouco ramificadas, caule liso, de lenho pouco resistente e medula desenvolvida; floema
com longos canais que se estendem até as raizes, onde circula o latex. O tronco €&
dividido desde a base, em compridos ramos, com numerosas cicatrizes produzidas pela

gueda das folhas na estacdo seca, as quais ressurgem logo apos as primeiras chuvas
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(DUKE, 1983; HELLER, 1996; SWOT, 2002; ARRUDA et al., 2004; SATURNINO et al.,
2005). Nos estadios iniciais o fruto € verde, tornando-se amarelo durante o processo de
maturacdo. No final deste processo, o fruto possui cor de castanho a preto (PEIXOTO,
1973).

Dependendo do espacamento em que for plantado, que geralmente € de 4 X 3 m ou
4 x 4 m, sua produtividade pode passar dos 6000 kg.ha™ de sementes, produzindo mais
de 2000 kg.ha™ de 6leo, segundo Laviola e Dias (2008). Ainda, com o melhoramento
genético e o aprimoramento do sistema de producdo, o pinhdo-manso poderia produzir
acima de 4000 kg.ha™ de 6leo.

O pinhdo-manso pode ser propagado por sementes ou por estaquia, no entanto a
escolha do melhor método deverad ser de acordo com a finalidade para o qual sera
utilizado. Em cultivos comerciais, com fins de producéo de 6leo vegetal, recomenda-se o
uso de sementes, por gerar plantas mais vigorosas e de maior longevidade, entre 30 e 50
anos (DUKE, 1983; HELLER, 1996; ARRUDA et al., 2004; SATURNINO et al., 2005).
Entretanto, o plantio por estacas é preferido pelos agricultores em razdo da sua
simplicidade e economia.

De acordo com Arruda et al. (2004), a espécie apresenta crescimento mais rapido
em regifes de clima quente, podendo seu cultivo ser interessante como uma alternativa
no semiarido nordestino, uma vez que esta cultura é viavel para pequenas propriedades
rurais, possuindo baixo custo de producéo e alta produtividade, sendo mais uma fonte de

renda e empregos para a regiao.

2.1.2. Pinhdo-manso para producdao de biodiesel

Ha muitos anos, a populacdo mundial esta sofrendo as consequéncias drasticas que
a destruicdo do meio ambiente tem causado ao planeta, como por exemplo o
aguecimento da atmosfera provocado pelo efeito estufa. Assim, os biocombustiveis foram
propostos com o objetivo principal de reduzir as emissdes de didxido de carbono no meio
ambiente.

Na perspectiva da busca de alternativas ao Oleo diesel, destaca-se o biodiesel,
sendo um 6leo combustivel composto por um mono-alquil éster de acidos de cadeia longa
derivado de fontes renovaveis, como Oleos vegetais e gorduras animais (FERRARI;
OLIVEIRA; SCABIO, 2005; REEFAT et al., 2008).
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De acordo com Sluzz e Machado (2006), para a producéo de bicombustiveis devem-
se levar em consideracdo aspectos industriais, econdmicos, ambientais e sociais. Por
isso, é importante o aproveitamento das potencialidades e caracteristicas especificas de
cada regido brasileira para producdo do combustivel alternativo. As motivacdes para a
producdo e uso de biodiesel sdo inUmeras, contudo, os beneficios ambientais e sociais
destacam-se como os mais importantes (AMORIM, 2005).

Uma forma de reduzir os custos da producado de biodiesel é a utilizacdo de matéria-
prima mais acessivel contendo &cidos graxos, tais como 6éleos ndo comestiveis, gorduras
animais, 6leo de residuos de alimentos e produtos provenientes da refinacdo de Oleos
vegetais (VELIJKOVIC' et al., 2006). Para tanto, os 0Oleos vegetais ndo comestiveis,
produzidos principalmente por arvores e arbustos que produzem sementes, sdo excelente
alternativa. Dentre estas espécies arbustivas, o pinhdo manso (Jatropha curcas L.), que
cresce em climas tropicais e subtropicais, ganha destaque por ndo ser utilizada para fins
alimenticios (OPENSHAW, 2000).

A fim de identificar matérias-primas para producdo de biodiesel, o Governo de
Mocambique, primeiro pais Africano a desenvolver um plano nacional para
biocombustiveis, constatou que o pinhdo-manso € uma fonte promissora, apesar das
tecnologias desta espécie ainda serem muito incipientes (ZILIO et al., 2008).

A preferéncia por éspecies que ndo sdo produzidas para a industria alimenticia, é
baseada na previsdo de que haveriam desequilibrios na relacédo oferta/demanda de 6leos
alimenticios devido ao crescimento da populacdo e as causas do aquecimento global,
provocando sérias consequéncias sociais (PAZETO, 2013).

A producdo de biodiesel a partir de fontes vegetais alternativas, como o pinhao-
manso, propde como uma das vantagens o uso mais eficiente da terra quando equiparado
com o plantio de outras oleaginosas, como a canola. Dessa maneira, a possibilidade de
utilizacdo de areas degradadas para o plantio dessas espécies e a inclusdo do pequeno
produtor rural na cadeia de producdo do biodiesel, diminuindo assim as desigualdades
pelo desenvolvimento socioecondmico regional, constituem importantes fatores que
aumentam o interesse na producdo do biodiesel utilizando uma maior diversidade de
fontes vegetais (ROMERO, 2013).

Além das vantagens socioeconémicas, o0 6leo de pinhdo-manso também atende as
demandas ambientais pelo fato de reduzir as emissdes de CO, e conter enxofre em
valores inexpressivos, nao formando dioxido de enxofre, que provoca a chuva acida

(ACKON; ERTEL, 2005). Para o produtor e o consumidor também é vantajoso, pois seu
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custo de producdo € o menor comparado as demais culturas produtoras de 6leo, e no
mercado, o0 prec¢o estimado € aproximadamente o preco do litro do diesel (MCT, 2006).

Apesar de todas as vantagens que a espécie apresenta, existem inimeros desafios
técnicos e cientificos para a introdu¢cdo do pinhdo-manso na matriz energética de
biocombustiveis no Brasil, como a necessidade de conhecimentos cientificos que
fundamentem e fornecam base genética aos descritores botanicos, melhoramento e
sistemas de producédo; registro de cultivares (RNC) e exploracdo comercial; além de
melhoria na qualidade do 6leo vegetal e aproveitamento da torta, em razdo da presenca
de fatores antinutricionais, alergénicos e toxicos (DURAES e LAVIOLA, 2009).

2.1.3. Aspectos socio-econdmicos

Além de ser uma alternativa interessante para a producdo de biodiesel, o 6leo das
sementes de pinhdo-manso, assim como outras partes da planta, j& sao utilizados por
muitas pessoas em varias regides do mundo, para diversas finalidades.

O odleo, bem como a torta derivada da extracdo do Oleo, apresenta toxicidade
principalmente devido a presenca de ésteres de forbol, no entanto, também possui
inibidores de tripsina, lectinas, saponinas e fitatos (MAKKAR, et al., 1997). Ao mesmo
tempo, a torta do pinhdo-manso € bastante rica em nitrogénio e nutrientes, podendo ser
utilizada como adubo orgéanico ou na alimentacdo animal, apds o tratamento adequado
(BECKER; MAKKAR, 1998).

A planta pode crescer e sobreviver com poucos cuidados em terras marginais, com
pouca fertilidade, além de ser de facil propagacdo. Seu cultivo permite o uso de culturas
anuais alimenticias em consorcio, além de melhorias ambientais, como conservacao do
solo, pois por ser uma cultura perene, o cobre com uma camada de matéria seca,
reduzindo, assim, a erosdo e a perda de agua por evaporacao, evitando enxurradas e
enriquecendo o solo com matéria organica decomposta (PEIXOTO, 1973).

Na medicina fitoterapica, o latex da planta pode ser utilizado como cicatrizante e
purgante, e as raizes sdo consideradas diuréticas. A planta também é utilizada para
producdo de sabdo, iluminacdo atravées de lamparinas, geradores de eletricidade,
combustivel para fogdes, extratos da semente sdo utilizados como inseticida e
nematicida, e a madeira pode ser utilizada como material carburante de fornalhas, assim
como as cascas dos frutos. Seu plantio é tradicionalmente utilizado como cerca-viva para

pastos no norte de Minas Gerais, assim como em outros paises, pois possui a vantagem
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de ndo ocupar éareas importantes para outras culturas e pastagens (PURCINO;
DRUMMOND, 1986).

2.1.4. Melhoramento genético do pinh&o-manso

O plantio e as pesquisas com pinhdo-manso vém ganhando for¢a no Brasil, México,
india, China e paises da Africa. Por isso, o estabelecimento de normas para 0 comércio
de sementes da espécie é fundamental, visto que muitas das sementes e mudas
comercializadas sao provenientes de poucas plantagcbes e de plantas n&o avaliadas
guanto ao seu potencial produtivo (BRASILEIRO, 2010).

N&o se conhecem ainda variedades melhoradas ou cultivares de pinhdo-manso,
entretanto, a maioria dos paises interessados na cultura esta realizando pesquisas sobre
a diversidade genética dessa espécie a partir de coletas de germoplasmas, dentro de seu
proprio territorio e ao redor do mundo, para fins carburantes, alimentares e/ou medicinais
da espécie (SATURNINO et al., 2005).

No Brasil, existem programas de melhoramento da espécie em diferentes
instituicbes de ensino, pesquisa e extensdo rural, como na Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuéaria (EMBRAPA), Empresa Baiana de Desenvolvimento Agricola
(EBDA), Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG), Instituto
Agronémico de Campinas (IAC), Universidade Federal de Lavras (UFLA), Universidade
Federal do Mato Grosso do Sul (UFMS), Universidade Federal do Recdncavo Baiano
(UFRB), Universidade Federal de Sergipe (UFS) e Universidade Federal de Vicosa (UFV),
porém ainda sdo necessarios maiores estudos e de forma conjunta para resultar em
lancamento de cultivares capazes de serem recomendadas para o agricultor.

O sucesso de todo programa de melhoramento genético depende de uma adequada
variabilidade genética e avaliacdo de acessos divergentes com caracteristicas desejaveis
tais como: alta produtividade de sementes; alta taxa de flor feminina em relacdo a flor
masculina, porte reduzido, resisténcia a pragas e doencas, uniformidade e precocidade de
maturacao, resisténcia/tolerancia a seca, e, principalmente, alto teor e melhoramento das
propriedades quimicas e fisicas do 0leo. Em vista disso, & primordial o levantamento e
estudo de informacdes no que se refere a diversidade do germoplasma disponivel, a fim
de estabelecer cole¢cbes com alta variagdo genética da Jatropha curcas (MARQUES;
FERRARI, 2008).
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Os caracteres quantitativos de maior interesse como maior produtividade de grdos e
teor de Oleo, sdo altamente influenciados pelo ambiente, portanto possuem baixa
herdabilidade. Estes devem ser melhorados de forma gradual, ao longo de vérias
geracoes (LAVIOLA, 2011).

Tratando-se de uma espécie alogama, o melhoramento genético do pinhdo-manso
pode ser realizado pelo método convencional por meio da exploracdo da variabilidade
pré-existente ou a partir da obtencdo de variabilidade por hibridagcfes inter-especificas;
inducdo de mutagdes; variacdo somaclonal; ou por transformacdo genética. Essas
técnicas podem ser ferramentas importantes para sanar uma das principais dificuldades
do cultivo da Jatropha: desuniformidade na maturacdo dos frutos, fato que prejudica a

colheita e aumenta o custo da mao-de-obra.

2.2. Analise multivariada

A andlise estatistica multivariada € um conjunto de métodos e técnicas que utilizam
as informacdes de todos os caracteres agrondmicos na interpretacdo do conjunto de
dados, considerando as correlacfes existentes entre eles. Essas técnicas facilitam a
interpretacéo das estruturas dos dados, diminuem a perda de informacao e proporcionam
economia relativa de tempo e custo.

No melhoramento de plantas, apds o final de uma geracdo € necessario selecionar
aquelas plantas que irdo compor a proxima geracdo. A selecdo deve ser realizada de
maneira que a proxima geracao seja melhor que a anterior em relacdo a resposta média
de um conjunto de caracteres. Neste sentido, o objetivo do melhorista é aumentar o
ganho genético em um espac¢o minimo de tempo. A analise de componentes principais €
utilizada para converter os valores de varias caracteristicas em um indice, que fornece
uma base para a escolha dos futuros pais (LEDO; FERREIRA; RAMALHO, 2003).

A andlise de agrupamento é uma ferramenta Util para selecionar gendtipos com
caracteristicas desejaveis, pois ela agrupa genotipos de acordo com a semelhanca ou
distincdo entre os mesmos, possibilitando um maior conhecimento do conjunto de dados
em estudo, para futuros cruzamentos direcionados (CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2012).



2.2.1. Andlise de componentes principais (PCA)

A analise de componentes principais (PCA) € uma técnica de avaliacdo da
interdependéncia, ou seja, estuda as relagbes de um conjunto de caracteres entre si
(KENDAL, 1950).

Segundo Cruz e Regazzi (1994), ela consiste em transformar um conjunto original
de caracteres em outro conjunto, de dimensfes equivalentes, mas com propriedades
importantes de grande interesse em certos estudos.

Este método permite a reducdo da dimensionalidade dos pontos representativos das
amostras pois, ainda que a informacéo estatistica presente nas n variaveis originais seja a
mesma dos n componentes principais, € comum obter em apenas 2 ou 3 dos primeiros
componentes principais mais que 90% desta informacdo. Sendo assim, o grafico da
componente principal 1 versus o componente principal 2 fornece um cenario privilegiado,
estatisticamente, para observacdo dos pontos no espaco n-dimensional (NETO; MOITA,
1998).

De acordo com Morrison (1981), o primeiro componente principal (Y1) de um
conjunto de p variaveis, Xi, Xz, ..., Xp, contidas no vetor X' = ( Xz, Xo, ..., Xp) como a
combinacgdo linear: Y1 = b11X; + baiXot+ ... +bp1X, = b'1X cujos coeficientes bil sdo
elementos do vetor caracteristico b1, associado & maior raiz caracteristica da matriz de
covariancia amostral, S, das variaveis Xi's. Por sua vez, o segundo componente principal
(Y2) estara associado a segunda maior raiz caracteristica e, assim sucessivamente, até
gue toda a variancia tenha sido explicada. Os autovalores (ou raizes caracteristicas)
ordenados sdo as variancias amostrais dos componentes principais. O primeiro
componente também é definido como o de maior importancia, em razao de reter a maior
parte da variacao total encontrada nos dados originais.

O conhecimento da técnica dos componentes principais é importante, pois segundo
Souza (1989), constitui um procedimento basico do qual derivam varios outros métodos
de andlise de dados multivariados, como por exemplo, analise de agrupamento ou “cluster

analysis”.

2.2.2. Andlise de agrupamento

A analise de agrupamento tem por finalidade reunir, por algum critério de

classificacdo, qualquer tipo de unidade amostral em varios grupos, de tal forma que exista
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homogeneidade dentro do grupo e heterogeneidade entre grupos. Esta técnica € muito
utilizada para fins de melhoramento genético, como estudos de divergéncia e evolutivos
(BUSSAB; MIAZAKI; ANDRADE, 1990; DIAS, 1998; MEYER, 2002; CRUZ; REGAZZI;
CARNEIRO, 2012).

Os métodos de agrupamento podem ser hierarquicos ou nao-hierarquicos. A técnica
de agrupamento hierarquico interliga as amostras por suas associa¢des, gerando um
dendrograma onde as amostras semelhantes, segundo as variaveis escolhidas, séo
agrupadas entre si. A suposicdo basica de sua interpretacdo é que quanto menor a
distancia entre os pontos, maior a semelhanca entre as amostras. Os dendrogramas sao
particularmente Uteis na visualizacdo de semelhancas entre amostras ou objetos
representados por pontos em espaco com dimensdo maior do que trés, onde a
representacdo de gréaficos convencionais ndo € possivel (NETO; MOITA, 1998).

Existem varias formas de representar esta estrutura de agrupamento, tais como: o
meétodo do vizinho mais préximo, o método do vizinho mais distante, método UPGMA,
método de Ward, dentre outros (CRUZ; REGAZZI, 2001).

No método de Ward, a distancia entre dois grupos é definida como a soma de
guadrados entre os dois grupos feita sobre todas as variaveis. Em cada estagio do
procedimento de agrupamento, a soma interna de quadrados é minimizada sobre todas
as particbes que podem ser obtidas pela combinacgéo de dois grupos do estagio anterior.
Este método tende a combinar grupos com um pequeno numero de observacbes e
também tende a produzir grupos com aproximadamente o0 mesmo numero de
observacbes (FERRAUDO, 2014).

Dentre os métodos nao-hierarquicos, um dos mais utilizados € o k-means, que
classifica os objetos em um numero predefinido de grupos. A medida de similaridade
usada entre os vetores de médias dos grupos pode levar a diferentes forma¢es quanto a
composicdo e ao numero de objetos dentro de cada grupo. Deste modo, a escolha dessa
medida deve observar critérios, sendo a distancia euclidiana um dos mais utilizados
(HAIR et al., 2009).

2.3. Espectroscopia do Infravermelho proximo
Para que seja possivel fazer selecdo de gendtipos de pinhdo-manso a partir do teor

de oleo, € necessario o desenvolvimento de uma técnica que permita conhecer o teor de

oleo das sementes de forma rapida e ndo-destrutiva, para que essas sementes possam
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ser utilizadas para outros estudos genéticos, ndo sendo possivel com analises baseadas
em meétodos de extracdo sélido-liquido, que sdo inviaveis devido ao custo, tempo e
principalmente, por serem destrutivas (CORREA, 2014).

A espectrometria do infravermelho proximo (NIR) € um método ndo-destrutivo que
pode ser utilizado para este fim. A técnica consiste basicamente na medicdo do
comprimento de onda e intensidade da absorcdo de luz infravermelha proxima da
amostra. O Infravermelho proximo corresponde a regido posterior a do visivel,
compreende os comprimentos de onda de 750 a 2.500 nm, com numeros de onda de
13300 a 4000 cm™, respectivamente (PASQUINI, 2003).

A espectroscopia NIR (Near Infra Red) objetiva principalmente a obtencdo de
informagdes qualitativas ou quantitativas de uma amostra, por meio da interacdo das
ondas eletromagnéticas do infravermelho com os constituintes da amostra. De maneira
geral, as ocorréncias espectrais na regido NIR provém de ligacbes em que participam o
hidrogénio, o que torna a técnica util para a determinacdo de compostos organicos
contendo principalmente ligagdes C-H, O-H, N-H e S-H, sem que haja necessidade de
pré-tratamento da amostra (PASQUINI, 2003).

Pode ser util na avaliacdo de amostras que apresentem alto teor de umidade, ainda
gue haja baixa penetracdo da radiacdo em medidas de refletancia das amostras
(DRENNEN; KRAEMER; LADDER, 1991). Para compensar a baixa intensidade das
absorcoes, esta regido espectral possui fontes de alta intensidade e de detectores de
excelente sensibilidade, que contribuem para o0 aumento da razdo sinal/ruido de medidas
nela efetuadas. Entretanto, 0 sucesso desta técnica esta na etapa de calibracdo, que
dependera muito da disponibilidade de padrdes certificados e de amostras de referéncia.

O processo de calibracdo € composto por duas etapas: a descritiva, que usa
concentracdes conhecidas para construir um modelo que relaciona a grandeza medida,
com a concentracdo da espécie de interesse; e a preditiva, a qual utiliza o modelo para
calcular concentracdes de novas amostras, a partir dos sinais analiticos mensurados por
estas (PIMENTEL; NETO, 1996).

As principais vantagens oferecidas pela espectroscopia NIR s&o: possibilitar
determinacdes sem pré-tratamento na amostra; possibilitar a obtencdo de resultados
rapidamente; verificar a autenticidade de amostras existentes independentemente de suas
formas (pasta, liquida ou solida) e teores; e principalmente por ser uma analise nao-
destrutiva, permitindo a utilizacdo dessas mesmas amostras para outras analises
(NUNES, 2008).
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CAPI'TULNO 2 — DIVERSIDADE FENOTiPNICA EM BANCO DE GERMOPLASMA IN VIVO
DE PINHAO-MANSO VISANDO SELECAO DE GENITORES SUPERIORES POR MEIO
DE ANALISES MULTIVARIADAS

RESUMO - O presente trabalho teve por objetivo avaliar a diversidade fenotipica para
selecdo dos gendtipos mais divergentes e superiores de pinhdo-manso para compor
futuros programas de cruzamento, por meio de estratégias multivariadas. Foram avaliados
11 caracteres agronémicos em 165 genotipos de pinhdo manso (Jatropha curcas L.)
pertencentes ao banco de germoplasma in vivo do Departamento de Producéo Vegetal da
FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal, sendo eles: altura da planta, diametro do caule,
namero de ramificacdes primarias, comprimento de fruto, largura de fruto, peso de fruto,
formato de fruto, comprimento de semente, largura de semente, peso de semente e teor
de Oleo. Foram utilizadas as analises de componentes principais, analise de agrupamento
pelo método hierarquico, utilizando a distancia Euclidiana, a ligacdo entre grupos pelo
método de Ward e o método ndo hierarquico k-médias. O carater formato de fruto foi
retirado das analises multivariadas por ser o Unico de natureza qualitativa. A analise de
componentes principais resultou em 4 componentes (CP), os quais explicaram 71,62% da
variancia total contida nas dez variaveis analisadas. As variaveis de maior contribuicdo
para a discriminacdo dos genétipos no CP1 foram peso de semente, largura de fruto,
comprimento de fruto e peso de fruto. Destacaram-se 22 genoétipos promissores com
potencial para serem explorados em programas de melhoramento genético. O
dendrograma obtido pela analise de agrupamento de Ward e a andlise de k-médias
geraram nove grupos influenciados por todos os caracteres analisados, dos quais cinco
agruparam genotipos com caracteres vantajosos para programas de melhoramento
genético. Para o carater formato de fruto, 13 gendtipos apresentaram fruto no formato
elipséide lanceolado, e os demais apresentaram fruto elipséide esférico. As andlises
multivariadas permitiram a caracterizacdo dos genotipos, possibilitando a selecdo para
muitos caracteres avaliados e a indicacdo de estratégias de ganhos com a sele¢éo, nos
programas de melhoramento genético.

Palavras-chave: andlise de agrupamento, analise de componentes principais, caracteres
agrondmicos, Jatropha curcas L.
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1. INTRODUCAO

Os programas de melhoramento da cultura do pinhdo-manso sdo ainda muito
incipientes no que refere a obtencdo de genotipos melhorados e principalmente quanto a
existéncia de genitores superiores para comporem futuras populacbes segregantes,
visando processo de selecao.

Estudos sobre a espécie constataram que existe alta variabilidade entre acessos de
pinhdo-manso (PAZETO et al., 2015; REIS et al., 2015), sendo de grande importancia a
exploracdo e caracterizacdo desta diversidade genética para utilizacdo em programas de
melhoramento genético da espécie, visto que ainda nao existem cultivares e descritores
definidos.

Técnicas multivariadas sdo importantes ferramentas para avaliar a diversidade
genética, visando a classificagdo de germoplasmas, ordenacdo das variabilidades
contidas em acessos e na andlise das relacdes genéticas entre os caracteres e o material
genético existente (IQBAL et al., 2008). Dentre estas técnicas, destacam-se a andlise por
componentes principais (PCA), os métodos de agrupamentos hierarquicos e nao-
hierarquicos (CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2004; GONCALVES et al., 2008).

A analise de componentes principais (PCA) é uma ferramenta vantajosa na
identificacdo de caracteres com maior conteudo informativo para caracterizacdo de
germoplasma, bem como para informar os caracteres que menos contribuem para a
variagdo total disponivel (CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2004). A andlise de
agrupamento tem por finalidade reunir, por algum critério de classificacdo, as unidades
amostrais em grupos, de tal forma que exista homogeneidade dentro do grupo e
heterogeneidade entre os mesmos (JOHNSON; WICHERN, 1992).

Mediante o exposto, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a diversidade
fenotipica de um banco de germoplasma in vivo de pinhdo-manso, visando a selecédo dos

genatipos divergentes e superiores, por meio de analises multivariadas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal

Foram avaliadas 165 plantas provenientes de 50 acessos de pinh&o manso
(Jatropha curcas L.) procedentes de quatro Estados brasileiros: Paraiba, Pernambuco,
Tocantins e Sdo Paulo (Tabela 1). Os genotipos pertencem ao Banco de Germoplasma in
vivo da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual Paulista
- UNESP, Campus de Jaboticabal, SP, situado na area experimental do Departamento de
Producdo Vegetal, latitude 21° 14' 05" S e longitude 48° 17' 09" W, com altitudes que
variam de 615,01 m. O clima da regido é do tipo mesotérmico, com verdao umido e inverno
seco, temperatura média de 22 °C e umidade relativa do ar de 70,6%. O solo
predominante no municipio é o latossolo vermelho escuro de fase arenosa e latossolo
roxo.

Os frutos foram colhidos e os caracteres agronémicos avaliados no periodo de
dezembro de 2014 a maio de 2015.

Tabela 1 - Procedéncia, identificacdo e numero de plantas utilizadas por acesso de

pinhdo-manso avaliados.

Acess Cdédigo do Latitud Longitud N° Plantas
0] Acesso Procedéncia e e Utilizadas
1 CNPA PM IV P1 Tocantinopolis - TO  06°19'S  47°24'W 3
2 CNPAPM Il P3 Garanhuns - PE 08°56'S  36°30'W 2
3 CNPA PM Il P5 Garanhuns - PE 08°56'S  36°30'W 2
4 CNPA PM Il P6 Garanhuns - PE 08°56'S  36°30'W 5
5 CNPA PM Il P7 Garanhuns - PE 08°56'S  36°30'W 2
6 CNPAPM Il P8 Garanhuns - PE 08°56'S  36°30'W 2
7 CNPA PM Il P12 Garanhuns - PE 08°56'S  36°30'W 3
8 CNPA PM Il P16 Garanhuns - PE 08°56'S  36°30'W 4
9 CNPA PM Il P19 Garanhuns - PE 08°56'S  36°30'W 5
10 CNPA PM Il P20 Garanhuns - PE 08°56'S  36°30'W 1
11 CNPAPM Il P21 Garanhuns - PE 08°56'S  36°30'W 2
12 CNPA PM Il P22 Garanhuns - PE 08°56'S  36°30'W 3
13 CNPA PM Il P25 Garanhuns - PE 08°56'S  36°30'W 2
14 CNPA PM Il P30 Garanhuns - PE 08°56'S  36°30'W 3
15 CNPA PM XI P1 Mundo Novo - PE 07°35'S  37°11'W 3
16 CNPA PM XI P2 Mundo Novo - PE 07°35'S  37°11'W 6
17 CNPA PM XI P3 Mundo Novo - PE 07°35'S  37°11'W 5


http://jaguar.fcav.unesp.br/estacao/index_padrao.php
http://jaguar.fcav.unesp.br/estacao/index_padrao.php
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2.2. Avaliacdo dos caracteres agrondmicos

Para definicdo dos caracteres a serem avaliados, foram utilizados como critério,
alguns caracteres utilizados para mamona (Ricinus communis L.) (EMBRAPA ALGODAO,
2008), pelo fato das duas espécies pertencerem a mesma familia. Sendo assim, foram
avaliados onze caracteres agrondémicos:
1) Altura da planta: medida tomada desde o colo da planta até o 4pice, em metros (m);

2) Diametro do caule: medido com paquimetro a 10 centimetros do nivel do solo, em cm;

3) Numero de ramificagbes primarias: foram observadas as ramificagfes primarias de

cada genotipo;

4) Comprimento de fruto: foram avaliados os comprimentos de 10 frutos por genétipo,

sendo medidos com paquimetro digital da marca ZAAS, em centimetros (cm);

5) Largura de fruto: foram medidas as larguras de 10 frutos por genétipo, com auxilio de

paguimetro digital, em centimetros (cm);

6) Peso de fruto: pesou-se em balanca digital 10 frutos por genétipo, em gramas (g);

7) Formato de fruto: foram avaliados 10 frutos por planta, sendo classificados como fruto

elipséide esférico ou elipsoide lanceolado, de acordo com Laviola et al. (2011);

8) Comprimento de semente: os comprimentos de 10 sementes por gendtipo foram

medidos com paquimetro digital, em centimetros (cm);

9) Largura de semente: foram medidas as larguras de 10 sementes por genotipo com

auxilio de paquimetro digital, em centimetros (cm);

10) Peso de semente: em balanga digital foram pesadas 10 sementes por genoétipo, em

gramas (Q);
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11) Teor de dleo: a extracao foi realizada por meio da metodologia Soxhlet, cujo método
consiste na lixiviagcdo do Oleo contido no material em analise, por ciclos de contato com
determinado solvente. O processo foi realizado em duplicata para cada genétipo sendo,
posteriormente, calculada a média para cada planta, em g/100 g.

Os frutos foram colhidos secos e aleatoriamente de cada planta ao longo do periodo
citado anteriormente. Assim, as sementes e os frutos avaliados foram escolhidos
aleatoriamente de cada gendtipo.

Para os caracteres comprimento, largura e peso de fruto e semente, bem como teor

de dOleo, foram calculadas as médias dos valores tomados, para cada gendétipo.

2.3. Analises estatisticas

Nao ha delineamento experimental nas plantas avaliadas. Foram realizadas analises
estatisticas de Componentes Principais e de Agrupamento para todos os caracteres,
exceto para formato de fruto, que foi excluido por ser o Unico carater qualitativo. Ambas
as analises foram realizadas pelo software Statistica, versdao 10 (STATSOFT, 2010),
sendo os dados padronizados resultando em média nula e variancia unitaria para todas as

variaveis.

2.3.1. Célculo dos componentes principais (PCA)

A variabilidade original foi decomposta em dois autovetores (componentes
principais) construidos com os autovalores da matriz de covariancia. Os autovetores sdo
combinacdes lineares das variaveis originais buscando maximizar a informacéo relevante
(HAIR et al., 2009).

2.3.2. Andlise de agrupamento por método hierarquico

2.3.2.1. Método de Ward

O método de Ward, procedimento também chamado de “minima variancia’,
fundamenta-se nos seguintes principios: inicialmente cada elemento é considerado como
um unico conglomerado. Em cada passo do algoritmo de agrupamento calcula-se a soma

de quadrados dentro de cada aglomerado. Esta soma € o quadrado da distancia



21

Euclidiana de cada elemento amostral pertencente ao conglomerado em relacdo ao

correspondente vetor de médias do aglomerado.

2.3.3. Andlise de agrupamento por método néo hierarquico

A andlise de agrupamentos pelo método k-médias (k-means) consiste em um
procedimento onde, dado um numero de clusters (grupos) previamente determinado,
calcula- se pontos que representam os “centros” destes clusters.

O centréide pode ser a média ou a mediana de um grupo de pontos. Em outras
palavras, o objetivo do k-médias (k-means) é minimizar a distancia entre cada ponto e o

seu respectivo centroide (HAIR et al., 2005).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Andalise dos Componentes Principais (PCA)

Os quatro primeiros componentes principais explicaram 71,62% da variancia contida
nas dez variaveis originais, sendo que o primeiro componente principal (CP1) reteve
28,71% da variancia original (Figura 1). Os principais caracteres que explicaram essa
retencdo da variancia foram: peso de semente, largura de fruto, comprimento de fruto e
peso de fruto com valores de correlagdbes com os componentes principais de -0,824; -
0,717; -0,638 e -0,886, respectivamente (Tabela 2). O segundo componente principal
(CP2) reteve 20,47% da variancia, explicada pelas variaveis altura da planta,
comprimento de semente e teor de 6leo, com correlacées de -0,733; -0,725 e 0,767,
respectivamente (Tabela 2). O terceiro componente principal (CP3), reteve 12,00% da
variancia, que foi explicada pelas variaveis diametro do caule e nimero de ramificagcdes
primérias, com correlacdes de -0,793 e -0,680, respectivamente (Tabela 2), enquanto que
0 quarto componente principal reteve 10,42% da variancia, que foi explicada pelas
variaveis largura de semente e comprimento de fruto, com correlagdes de 0,592 e -0,567,
respectivamente. Foram consideradas como relevantes as cargas que apresentaram valor
absoluto superior a 0,5 (Tabela 2).

Os caracteres peso de semente e teor de 6leo também tiveram grande importancia

na analise de componentes principais em acessos de mamona (ANJANI, 2010).
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De acordo com Reis et al. (2015) estudando acessos de pinhdo-manso, a producao
de Oleo por planta apresentou coeficiente de variacdo de 60,00%, indicando ser um
carater com alta variabilidade fenotipica. Por outro lado, os caracteres referentes as
sementes, registraram os menores coeficientes de variagdo, com valores abaixo de 10%.

As variaveis que apresentam mesmo sinal atuam no mesmo sentido, isto €, quando
ocorre 0 incremento de uma variavel, também ocorre da outra, e aquelas com sinais
contrarios atuam em sentidos opostos, ou seja, quando o valor de uma eleva, o da outra
reduz. Deste modo, de acordo com as correlagfes indicadas na Tabela 2, constata-se que
no CP1 e no CP3 as variaveis consideradas com maior poder discriminatério atuam de
forma direta. No CP2, os caracteres altura da planta e comprimento de semente atuam de
forma direta, porém, indiretamente ao teor de Oleo. Por sua vez, no CP4, os caracteres

largura de semente e comprimento de fruto atuam de forma indireta.

Tabela 2 - Correlacdo entre as variaveis e os componentes principais (CP) dos gendtipos
de pinhdo-manso para os 10 caracteres agronémicos: altura da planta (ALT), diametro do
caule (DC), numero de ramificacdes priméarias (RP), peso de semente (PS), largura de
semente (LS), comprimento de semente (CS), largura de fruto (LF), comprimento de fruto
(CF), peso de fruto (PF) e teor de 6leo (TO).

CP1 CP2 CP3 CP4
ALT -0,061 -0,733 0,081 -0,229
DC -0,079 -0,216 -0,793 -0,169
RP -0,236 -0,084 -0,680 0,465
PS -0,824 -0,031 0,070 0,029
LS -0,489 -0,437 0,219 0,592
CS -0,341 -0,725 0,188 0,042
LF -0,717 0,370 0,039 -0,013
CF -0,638 0,078 -0,072 -0,567
PF -0,886 0,072 -0,013 -0,111
TO -0,246 0,767 0,075 0,239

Assim como nos resultados do presente estudo, Carvalho (2010) reporta em seu
trabalho que o numero de ramificacbes primarias foi um carater que apresentou alta
contribuicdo no terceiro componente principal, podendo ser a varidvel descartada de
acordo com os critérios de Cruz e Regazzi (1997) e Pereira et al. (2003). Deste modo, a
variavel largura de semente também poderia ser descartada, visto que este exibiu
correlacdo apenas no quarto componente principal. No entanto, comprimento de fruto
apresentou uma correlagdo importante no primeiro componente principal, ao lado de

outros componentes da produg&o, como peso de fruto e peso de sementes.
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O plano bidimensional formado pelos componentes CP1 (28,71%) e CP2 (20,47%)
reteve no total 49,18% da variancia original. Na Figura 1 pode-se observar que 0s
genotipos 58; 59; 62; 63; 64; 65; 66; 70; 71; 73; 75 e 80, discriminados pelas variaveis
peso de semente, largura de fruto, comprimento de fruto, peso de fruto, altura da planta e
teor de Oleo, estéo localizados a esquerda de CP2.

O plano bidimensional formado pelos componentes CP1 e CP3 (12,00%) reteve
40,71% da variancia e foi caracterizado pelas variaveis peso de semente, largura de fruto,
comprimento de fruto, peso de fruto, didmetro do caule e nuimero de ramificacdes
primarias, discriminando os genotipos 6; 15; 33; 57; 58; 62; 64; 65; 66; 69; 70; 71; 73 e
117, localizados a esquerda de CP3 (Figura 2).

Por sua vez, O plano bidimensional formado pelos componentes CP1 e CP4
(10,42%) reteve 39,13% da variancia e foi caracterizado pelas variaveis peso de semente,
largura de fruto, comprimento de fruto, peso de fruto e largura de semente, discriminando
0s gendtipos 13; 17; 19; 52; 58; 59; 62; 64; 65; 66; 69; 70; 71; 73; 74; 80 e 128,

localizados a esquerda de CP4 (Figura 3).
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Figura 1. Grafico biplot com dispersdo dos 165 gendétipos de pinhdo-manso em funcéo
dos componentes principais CP1 x CP2 e projecdo dos vetores dos caracteres: ALT:
altura da planta; DC: diametro do caule; RP: numero de ramificacdes primarias; PS: peso
de semente; LS: largura de semente; CS: comprimento de semente; LF: largura de fruto;
CF: comprimento de fruto; PF: peso de fruto; TO: teor de dleo.
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Figura 2. Grafico biplot com dispersdo dos 165 gendétipos de pinhdo-manso em funcéo
dos componentes principais CP1 x CP3 e projecdo dos vetores dos caracteres: ALT:
altura da planta; DC: diametro do caule; RP: numero de ramificacdes primarias; PS: peso
de semente; LS: largura de semente; CS: comprimento de semente; LF: largura de fruto;
CF: comprimento de fruto; PF: peso de fruto; TO: teor de dleo.
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Figura 3. Grafico biplot com dispersdo dos 165 gendétipos de pinhdo-manso em funcéo
dos componentes principais CP1 x CP4 e projecdo dos vetores dos caracteres: ALT:
altura da planta; DC: didmetro do caule; RP: numero de ramificacdes primarias; PS: peso
de semente; LS: largura de semente; CS: comprimento de semente; LF: largura de fruto;
CF: comprimento de fruto; PF: peso de fruto; TO: teor de dleo.

Resultados semelhantes foram encontrados por Corréa (2014) em estudo de andlise
de componentes principais envolvendo cinco caracteres de 56 acessos de pinhdo-manso,
tendo sido observado que 74,11% da variancia foi explicada pelos trés primeiros
componentes principais. O CP1 foi explicado pelas variaveis teor de 6leo, o CP2 teve a
variancia explicada por comprimento de semente e o CP3 foi explicado pelo carater
didmetro de caule. Comparando com estes resultados, no presente estudo, a variavel
comprimento de semente também teve alta correlacdo em CP2, assim como diametro de
caule teve alta correlacdo em CP3.

As médias dos gendtipos selecionados pela PCA (Andlise de Componentes

Principais) encontram-se listadas na Tabela 3.
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Tabela 3 - Médias dos gendtipos de pinhdo-manso selecionados por meio da andlise de
componentes principais para os 10 caracteres: altura de planta (ALT), diametro do caule
(DC), numero de ramificagbes primarias (RP), peso de semente (PS), largura de semente
(LS), comprimento de semente (CS), largura de fruto (LF), comprimento de fruto (CF),
peso de fruto (PF) e teor de 6leo (TO).

ALT DC PS LS CSs LF CF PF TO

Acesso Genotipo  (m) (cm) RP (@ (Mmm) (mm) (mm) (mm) (g) (%)
21 75 3,00 21,00 4,00 0,79 10,64 17,83 23,06 30,93 3,62 60,89
20 69 2,50 28,00 500 0,75 10,51 16,98 21,67 34,54 3,48 57,37
19 64 3,30 18,00 4,00 0,82 11,23 19,24 23,83 30,72 3,65 58,60
21 73 3,00 28,00 4,00 0,82 11,07 18,75 23,10 32,07 3,84 56,00
19 66 3,00 27,00 3,00 0,86 11,17 18,86 23,17 30,97 3,45 56,80
19 59 3,00 26,00 400 0,86 11,08 18,74 22,81 29,68 3,53 56,87
20 71 250 12,00 2,00 0,83 10,99 18,75 23,06 33,08 3,61 60,56
20 70 2,60 16,00 2,00 0,80 10,96 17,92 23,13 31,55 3,74 62,09
19 65 3,00 18,00 4,00 0,84 11,14 17,90 23,70 30,17 3,57 58,70
19 62 2,70 16,00 4,00 0,85 11,16 18,04 23,97 30,54 3,54 59,17
6 15 2,55 16,00 3,00 0,69 11,07 18,73 23,34 29,79 3,84 56,62
18 57 3,00 15,00 4,00 0,78 11,42 18,77 22,23 29,75 3,55 58,20
3 6 3,00 15,00 4,00 0,78 11,12 18,04 23,10 29,78 3,93 56,24
22 80 2,15 26,00 500 0,83 11,25 17,59 22,71 28,19 3,53 62,28
18 58 2,50 30,00 4,00 0,80 11,16 18,38 22,76 31,25 3,65 62,61
11 33 2,60 31,00 500 0,68 10,66 17,83 22,77 29,10 3,26 61,94
19 63 2,15 12,00 500 0,76 11,00 17,36 22,87 29,95 3,22 57,50
32 117 3,20 21,00 4,00 0,75 11,06 18,77 23,49 29,92 3,65 54,01
7 17 3,20 22,00 3,00 0,71 11,19 17,82 22,40 29,08 3,24 57,17
21 74 2,95 18,00 4,00 0,78 11,48 18,58 22,66 33,13 3,52 57,38
16 52 2,65 18,00 6,00 0,76 11,23 18,62 22,94 28,28 3,30 58,82
16 53 2,60 19,00 4,00 0,68 10,45 17,49 22,49 28,41 2,90 59,00
36 128 3,20 24,00 2,00 0,75 11,10 18,76 22,20 30,26 3,02 52,98

Ao observar, na Tabela 3, os valores dos caracteres agronémicos de cada genoétipo
selecionado pela analise de componentes principais, verifica-se que os genotipos 63 e 53
foram selecionados apenas pelo alto teor de O6leo presente em suas sementes, 0S
genadtipos 75 e 15 pelos altos valores do carater largura de frutos, o genétipo 69 por
apresentar o maior numero de ramificacfes primarias e alto valor para diametro do caule,
0S genotipos 64; 66 e 59 foram selecionados por apresentarem maior peso de sementes e
de frutos, o genotipo 73 pelo elevado peso de sementes, comprimento de frutos e peso de
frutos. Os gendtipos 71; 65; 62 e 117 possuem maior peso de sementes, largura de frutos
e peso de frutos, o 57 apresenta elevado peso de sementes, o0 genétipo 6 contém elevado
peso de semente bem como peso de frutos, o 58 possui valores superiores para largura,
comprimento e peso de fruto. Por sua vez, o gendtipo 33 foi selecionado por possuir alto

valor para o carater diametro do caule.
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Os gendtipos 17 e 128 foram selecionados por apresentarem arvores mais altas e
maiores diametro do caule, o gendtipo 52 por apresentar alto valor para largura de
semente e 0 74 por ter o maior comprimento de fruto.

Laviola et al. (2011) constataram que os caracteres diametro do caule e altura da
planta contribuiram com 12 e 11%, respectivamente, para a diversidade genética em
acessos de Jatropha curcas. Considerando o pinhdo-manso uma planta arbustiva que
pode atingir mais de 6 metros de altura (DIAS et al., 2007), é interessante a selecao de
genodtipos com menor porte a fim de facilitar o processo de colheita. Assim, aqueles
genaotipos que apresentam arvores mais altas, baixo teor de Oleo e baixa produtividade
nao sao muito viaveis para fins comerciais.

Os gendtipos 70 e 80 destacaram-se dos demais como 0S mais promissores e com
potencial para serem utilizados em programas de melhoramento genético vegetal, pois
possuem maior peso de sementes, peso de frutos, largura de fruto, teor de Gleo e ainda
valores baixos para altura da planta, fato desejavel do ponto de vista de cultivo, conforme
mencionado anteriormente. Em um estudo com sementes de genétipos de pinhdo-manso
procedentes do Suriname, Etidpia, Nigéria, Brasil e China (VAKNIN et al., 2011), os
autores encontraram teores entre 39 e 62% de 6leo, ao passo que, no presente trabalho,
foram obtidos valores entre 50,81 e 62,89%.

Em um outro estudo, foi observada uma correlacdo positiva entre maior teor de 6leo
e rendimento de gréos em acessos de pinhdo-manso, sendo uma caracteristica bastante

favoravel para o melhoramento genético da espécie (GINWAL et al., 2004).

3.2. Andlise de Agrupamento

A andlise de agrupamento foi realizada pelo método de Ward, que gerou o

dendrograma apresentado na Figura 4.
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Figura 4. Dendrograma da andlise de agrupamento hierarquico utilizando a distancia
Euclidiana e a ligacdo entre os grupos pelo método de Ward, para os caracteres
agronémicos: altura da planta, didametro do caule, numero de ramificacbes primarias, peso
de semente, largura de semente, comprimento de semente, largura de fruto, comprimento
de fruto, peso de fruto e teor de dleo.

O dendrograma (Figura 4) permitiu a formagéo de 9 grupos, a partir de um ponto de
corte onde foram observadas mudancas bruscas de nivel, conforme recomendacdo de
Cruz (1990).

A andlise de agrupamento nao hierarquico pelo método k-médias (Figura 5), permitiu

a caracterizacao dos nove grupos formados de acordo com o dendrograma gerado.
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ALT DC RP PS LS CS LF CF PF TO
Gendtipos
-0-Grupo 1: 6; 58; 59; 61; 62; 64; 65; 66; 69; 70; 71; 73; 74, 75, 76, 77 -0- Grupo 2: 9; 18; 31; 33; 38; 45; 51; 52; 78; 80; 81; 110; 149; 161 -~ Grupo 3: 1; 2; 3; 4; 13;
17; 35; 40; 43; 44; 54; 55; 57; 83; 85; 86; 87; 92; 111; 118; 120; 125; 127 -~ Grupo 4: 5; 10; 11; 15; 16; 19; 21; 22; 26; 27; 28; 29; 30; 34; 36; 37; 39; 46; 48; 137; 138;
141; 142; 143; 147; 150 -+ Grupo 5: 12; 32; 60; 67; 72; 112; 117; 119; 122; 123; 124; 128; 130; 133; 139; 140; 148; 156; 158; 160; 162; 164 -®- Grupo 6: 20; 25; 41;
42; 49; 50; 79; 90; 91; 99; 105; 106; 107; 116; 126; 129; 132; 134; 135; 136; 145; 151; 153; 159 —e- Grupo 7: 24; 47; 56; 68; 84; 88; 89; 94; 100; 102; 104; 109; 146; 152;
1585 -&- Grupo 8:7; 8; 14; 23; 53; 63; 82; 121; 131; 144; 154; 157; 163; 165 -+- Grupo 9: 93; 95; 96; 97; 98: 101; 103; 108; 113; 114; 115

Figura 5. Grafico do perfil da distribuicdo dos centréides dos grupos na andlise de
agrupamento por k-médias formados a partir das variaveis: altura da planta (ALT);
didametro do caule (DC); numero de ramificacbes primarias (RP); peso de semente (PS);
largura de semente (LS); comprimento de semente (CS); largura de fruto (LF);
comprimento de fruto (CF); peso de fruto (PF); teor de 6leo (TO).

Podemos observar que, dos 9 grupos, 5 apresentaram teor de 6leo acima da média,
e estes mesmos grupos apresentaram altura da planta abaixo da média, ou seja, sédo
considerados grupos com gendtipos interessantes para cruzamentos em programas de
melhoramento genético da espécie.

Em um estudo onde foram testados varios métodos multivariados para caracteres
guantitativos, constatou-se que o método k-médias e a distancia Euclidiana pelo
agrupamento de Ward foram os mais eficientes (VIDIGAL, 2013).

O grupo 1 foi considerado o melhor grupo, formado pelos gendtipos 6; 58; 59; 61;
62; 64; 65; 66; 69; 70; 71; 73; 74; 75; 76 e 77, destacando-se por apresentar 0s maiores
valores para peso de semente, largura de fruto, comprimento de fruto, peso de fruto e teor
de dleo, e ainda, baixa altura da planta. O grupo 2 foi composto pelos gendétipos 9; 18; 31;
33; 38; 45; 51; 52; 78; 80; 81; 110; 149 e 161, caracterizado por apresentar maior
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didmetro de caule bem como maior numero de ramificacées primarias, além de também
apresentar genotipos com alto teor de 6leo e baixa altura da planta. Por sua vez, o grupo
3 foi considerado um grupos de pior desempenho por apresentar baixo teor de dleo e
elevados valores para altura da planta.

O grupo 4 foi formado pelos gendtipos 5; 10; 11; 15; 16; 19; 21; 22; 26; 27; 28; 29;
30; 34; 36; 37; 39; 46; 48; 137; 138; 141; 142; 143; 147 e 150, onde caracterizou-se por
ter alto teor de Oleo, porém baixo numero de ramificacdes primarias. Os grupos 5 e 6
foram caracterizados por apresentarem altos valores para altura de planta e baixo teor de
0leo, sendo portanto considerados nao relevantes.

O grupo 7, apesar de apresentar baixos valores para todos o0s caracteres
relacionados a semente e ao fruto, possui alto teor de Oleo, e foi composto pelos
genotipos 24; 47; 56; 68; 84; 88; 89; 94; 100; 102; 104; 109; 146; 152 e 155. O grupo 8
também foi considerado bom, pois apresentou baixa altura da planta e alto teor de 6leo,
formado pelos gendtipos 7; 8; 14; 23; 53; 63; 82; 121; 131; 144; 154; 157; 163 e 165. Em
contrapartida, o grupo 9 foi considerado n&o interessante pois caracterizou-se por
apresentar baixos valores para os caracteres relacionados ao fruto e a semente, além de
baixo teor de 6leo.

De acordo com a formacdo dos grupos formados pelo dendrograma de Ward é
possivel recomendar hibridacdes entre os grupos 1 x 4; 1 x7; 1 x8;2x4;2x7;2x8; 4X
7 e 4 x 8, devido a distancia entre os grupos, tendo assim heterogeneidade entre os
mesmos, e por esses grupos apresentarem genotipos com caracteristicas atrativas para o
sistema produtivo do pinh&o-manso, como baixo porte e alto teor de dleo.

Vale ressaltar que, dentro dos grupos, 0s genétipos pertencentes a diferentes
acessos, apresentaram valores muito similares para alguns caracteres. Rao et al. (2008) e
Spinelli et al. (2010) observaram associagdes positivas entre 0 nimero de ramos e altura
de plantas, com o carater produtividade, sendo uma informacédo muito importante para
facilitar a selecdo de gendtipos promissores para esta cultura, que ainda possui muita
variabilidade genética a ser explorada.

A analise de agrupamento indicou que ha variabilidade dentro dos acessos, pois
diferentes gendétipos que pertencem ao mesmo acesso, estdo em grupos distintos e nem
sempre suas caracteristicas se assemelham entre si, concordando com os resultados
encontrados por Pazeto (2013). Reforcando esta informacdo, Abreu et al. (2009)
obtiveram em acessos de pinh&o-manso, altos coeficientes de herdabilidade para altura

de planta, altura da primeira folha, diametro do caule e nimero de folhas, devido a ampla
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variabilidade genética entre os acessos estudados. Quanto mais alta for a herdabilidade
de uma caracteristica, melhor sera a predicdo do valor genético pelo desempenho
individual e mais rapida a resposta a selecdo para essa caracteristica (OLIVEIRA et al.,
2007).

Em razdo desta variabilidade presente dentro dos acessos, o dendrograma gerado
nao revelou um padréo acerca das regides geograficas em que estes pertencem, ja que
cada grupo reune diferentes acessos dentro dele. Jun-ling et al. (2010) estudando 38
acessos provenientes de diferentes regides da China e Indonésia, também observaram
gue estes estdo misturados entre os grupos do dendrograma gerado pelo método
UPGMA.

Com relacdo ao formato dos frutos, os gendtipos 29, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72,
73, 74, 75 e 77 apresentaram formato de fruto elipsoide lanceolado, sendo que a maioria
deles pertence ao grupo 3. Todos os demais 152 genotipos apresentaram formato
elipséide esférico de fruto. Esses resultados corroboram com Laviola et al. (2011), que
dentre 195 acessos de pinhdo-manso avaliados, 190 apresentaram frutos no formato
elipsoide esférico e apenas quatro com formato elipséide lanceolado, e um com formato
de fruto elipséide ovéide. Pode-se concluir entdo que o formato de fruto € um carater

gualitativo que contribui pouco para a variancia entre 0s acessos.

4. CONCLUSOES

Existe variabilidade genética nos acessos de pinhdo-manso para 0s caracteres
avaliados, possibilitando que a mesma seja explorada em um programa de melhoramento
genético para a cultura;

As andlises multivariadas permitiram a caracterizacdo de genétipos e também
indicaram o0s mais divergentes para o0s caracteres de maior importancia para o0
melhoramento genético, permitindo o direcionamento de cruzamentos;

Todos os caracteres permitiram a discriminacdo e caracterizagdo dos genétipos,

com excecao do carater formato de fruto.
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CAPITULO 3 — ANALISE DE ESPECTROSCOPIA POR INFRAVERMELHO PROXIMO
VISANDO A DETERMINACAO DO TEOR DE EXTRATO ETEREO EM PINHAO-MANSO

RESUMO - O objetivo do presente trabalho foi desenvolver um modelo de calibracao
para a determinacdo do teor de extrato etéreo em sementes pinhdo-manso por meio da
espectroscopia do infravermelho proximo, no processo de selecdo de gendtipos
superiores em programas de melhoramento genético. Foram utilizadas sementes de 174
plantas, que tiveram o 6Oleo extraido pelo método "soxhlet" para obtencdo dos valores de
referéncia, os quais situaram-se entre 50,27% a 63,21% (m/m) de Oleo. Os espectros
foram coletados de sementes sem tegumento, intactas, por meio de acessorio de rotacao,
em um equipamento NIR Bruker. Cada espectro foi retirado com uma média de 64 scans
com resolucdo de 16 cm™. As regides espectrais selecionadas para a curva de calibracdo
foram de 8992 a 7424 cm™ e 5336 a 4928 cm™. Os coeficientes de correlacdo (R?) da
curva construida foram de 0,73 para calibracdo e de 0,71 para validacdo, sendo o erro
padrdo médio de calibracdo (RMSEC) de 1,35 e o erro padrdao médio de validacao
cruzada (RMSECV) de 1,40 entre os dados obtidos pelo método de referéncia e pelo NIR.
Os resultados obtidos indicaram que o teor de 6leo da espécie Jatropha curcas L. pode
ser estimado pela espectroscopia no infravermelho proximo, e o método de referéncia
utilizado foi satisfatorio, apresentando boa correlacdo com a informacdo espectral.
Contudo, é necessaria a adicao de novos dados de outros gendtipos, para a melhoria da
sua robustez e amplitude.

Palavras-chave: biodiesel, NIR, Jatropha curcas L.
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1. INTRODUCAO

Os combustiveis fésseis sdo responsaveis por grande parte da poluicdo do
ambiente, tanto pela emisséo de gases de efeito estufa durante a combustdo, quanto pelo
descarte de residuos ou pelos derramamentos que ocasionalmente ocorrem no mar e no
solo. Além disso, por muitas vezes o consumo excede a producdo (INTERNATIONAL
ENERGY AGENCY, 2006). Portanto, torna-se cada vez mais urgente a procura por fontes
renovaveis com baixas taxas de poluicao.

Considerando o pinh&o-manso como uma oleaginosa com grande potencial para
producdo de biodiesel, bem como a necessidade de serem selecionados genétipos com
altos teores de 6leo para futuros cruzamentos em programas de melhoramento genético
da espécie, a escolha de um método apropriado para a predicdo do Oleo contido nas
sementes é primordial.

Tradicionalmente sdo utilizados métodos baseados no uso de solventes organicos
para a quantificacdo do 6leo presente nas sementes. No entanto, este € um processo
relativamente demorado e de alto custo, sendo inviavel quando h& uma grande
guantidade de amostras a serem analisadas (MATSIMBE, 2015). Além disso, é um
método destrutivo, impossibilitando a utilizacdo destas sementes para estudos genéticos
posteriormente (CORREA, 2014).

A espectroscopia do infravermelho proximo (NIR) pode ser vantajosa para este
propdsito, uma vez que trata-se de uma técnica com resultados rapidos, seguros,
precisos, sem a necessidade de preparo prévio das amostras e, 0 mais importante, sem
destruicdo das sementes. O método consiste em estabelecer uma relacdo entre a
resposta instrumental (sinal analitico) e uma determinada propriedade da amostra (teor de
6leo, umidade, proteinas, por exemplo). A partir disso, € construido um modelo, que é
descrito por uma equacdo matematica, onde a sua representacdo gréafica é identificada
como uma curva de calibracdo ou curva analitica (FERREIRA; PALLONE; POPPI, 2013).

O conjunto de calibragéo tem por objetivo reproduzir a variabilidade dos parametros
em estudo de amostras reais. Por sua vez, o conjunto de validacdo possui a finalidade de
assegurar a qualidade do modelo (DANTAS FILHO et al., 2004; GALVAO et al., 1999). O
modelo ou curva de calibragéo por espectroscopia no infravermelho € uma técnica rapida
e capaz de analisar substancias organicas de forma confiavel. O emprego desse método
analitico mostrou-se eficiente e gerou um importante impacto na industria de alimentos e
na agricultura (FERREIRA; PALLONE; POPPI, 2013).
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A espectroscopia NIR tem sido amplamente aplicada em estudos de espécies
oleaginosas, como na identificacdo de diferentes Oleos vegetais utilizados como matéria-
prima para biodiesel (MUELLER, 2012), selecdo de mutantes de soja para contetudo de
proteina e Oleo (BARROS, 2011), analise protedmica em amendoim (ALVES, 2012),
determinacao das propriedades fisicas de espécies oleaginosas (KNOTHE, 2006), dentre
inumeros trabalhos.

Mediante o exposto, 0 objetivo do presente trabalho consistiu em desenvolver um
modelo de calibragdo para a predicdo do teor de extrato etéreo em sementes pinhao-
manso por meio da espectroscopia do infravermelho proximo visando a selecdo de

genadtipos com alto teor de 6leo em programas de melhoramento genético.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Conjunto de calibracéo

Para a construcdo do modelo de calibracdo, foram utilizadas sementes provenientes
de 171 plantas, oriundas de 59 acessos, listadas na Tabela 1. As sementes foram
coletadas entre dezembro de 2014 e maio de 2015 e pertencem ao Banco de
Germoplasma in vivo instalado no Departamento de Producéo Vegetal, da Faculdade de
Ciéncias Agrérias e Veterinarias da Universidade Estadual Paulista - UNESP, Campus de
Jaboticabal, SP, latitude 21° 14' 05" S e longitude 48° 17' 09" W.

Tabela 1. Identificacdo, procedéncia e numero de plantas dos gendtipos de pinhao-manso
avaliados. Jaboticabal — SP, 2015.

Cddigo do N° Plantas

Acesso Acesso Procedéncia Latitude Longitude Utilizadas
1 CNPAPM IV P1 Tocantinopolis - TO 06°19'S 47°24'W 3
2 CNPA PM IV P2 Tocantinopolis - TO 06°19'S 47°24"N 1
3 CNPA PM Il P2 Garanhuns - PE 08°56'S 36°30'W 1
4 CNPA PM Il P3 Garanhuns - PE 08°56'S 36°30'W 2
5 CNPA PM Il P4 Garanhuns - PE 08°56'S 36°30'W 2
6 CNPA PM Il P5 Garanhuns - PE 08°56'S 36°30'W 4
7 CNPA PM Il P6 Garanhuns - PE 08°56'S 36°30'W 5
8 CNPA PM Il P7 Garanhuns - PE 08°56'S 36°30'W 3
9 CNPA PM Il P8 Garanhuns - PE 08°56'S 36°30'W 4


http://jaguar.fcav.unesp.br/estacao/index_padrao.php
http://jaguar.fcav.unesp.br/estacao/index_padrao.php

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
a7
48
49
50
51
52
53
54

CNPAPM II P12
CNPAPMII P16
CNPAPM II P19
CNPA PM Il P20
CNPAPM II P21
CNPA PM Il P22
CNPAPM Il P24
CNPA PM Il P25
CNPA PM Il P30
CNPA PM Il P31
CNPA PM XI P1
CNPA PM XI P2
CNPA PM XI P3
CNPA PM XI P4
CNPA PM VII P1
CNPA PM VII P2
CNPA PM VII P6
CNPA PM VII P7
CNPA PM IX P1
CNPA PM IX P3
CNPA PM IX P5
CNPA PM IX P6
CNPA PM IX P7
CNPA PM IX P8
CNPA PM VIII P1
CNPA PM VIII P2
CNPA PM VIII P4
CNPA PM VIII P5
CNPA PM VI P1
CNPA PM VI P2
CNPA PM VI P3
CNPA PM VI P5
CNPA PM VI P6
CNPA PM VI P7
CNPA PM VI P8
CNPA PM X P1
CNPA PM X P2
CNPA PM X P3
CNPA PM X P4
IT1
IT2
IT3
IT4
ITS
IT7

Garanhuns - PE
Garanhuns - PE
Garanhuns - PE
Garanhuns - PE
Garanhuns - PE
Garanhuns - PE
Garanhuns - PE
Garanhuns - PE
Garanhuns - PE
Garanhuns - PE
Mundo Novo - PE
Mundo Novo - PE
Mundo Novo - PE
Mundo Novo - PE
Mundo Novo - PE
Mundo Novo - PE
Mundo Novo - PE
Mundo Novo - PE

Pugmil - TO
Pugmil - TO
Pugmil - TO
Pugmil - TO
Pugmil - TO
Pugmil - TO
Alagoinha - PB
Alagoinha - PB
Alagoinha - PB
Alagoinha - PB

Oliveira de Fatima - TO
Oliveira de Fatima - TO
Oliveira de Fatima - TO
Oliveira de Fatima - TO
Oliveira de Fatima - TO
Oliveira de Fatima - TO
Oliveira de Fatima - TO
Marizopolis - PB
Marizopolis - PB
Marizopolis - PB
Marizopolis - PB
ltuverava - SP
ltuverava - SP
ltuverava - SP
ltuverava - SP
ltuverava - SP
ltuverava - SP

08°56'S
08°56'S
08°56'S
08°56'S
08°56'S
08°56'S
08°56'S
08°56'S
08°56'S
08°56'S
07°35'S
07°35'S
07°35'S
07°35'S
07°35'S
07°35'S
07°35'S
07°35'S
06°24'S
06°24'S
06°24'S
06°24'S
06°24'S
06°24'S
06°57'S
06°57'S
06°57'S
06°57'S
10°42'S
10°42'S
10°42'S
10°42'S
10°42'S
10°42'S
10°42'S
09°47'S
09°47'S
09°47'S
09°47'S
20°20'S
20°20'S
20°20'S
20°20'S
20°20'S
20°20'S

36°30'W
36°30'W
36°30'W
36°30'W
36°30'W
36°30'W
36°30'W
36°30'W
36°30'W
36°30'W
37°11'W
37°11'W
37°11'W
37°11'W
37°11'W
37°11'W
37°11'W
37°11'W
37°48'W
37°48'W
37°48'W
37°48'W
37°48'W
37°48'W
35°32'W
35°32'W
35°32'W
35°32'W
48°54'W
48°54'W
48°54'W
48°54'W
48°54'W
48°54'W
48°54'W
49°39'W
49°39'W
49°39'W
49°39'W
47°46'W
47°46'W
47°46'W
47°46'W
47°46'W
47°46'W
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55 ITS8 ltuverava - SP 20°20'S  47°46'W 1
56 IT9 ltuverava - SP 20°20'S  47°46'W 1
57 IT 10 ltuverava - SP 20°20'S 47°46'W 2
58 IT11 ltuverava - SP 20°20'S 47°46'W 1
59 IT 15 ltuverava - SP 20°20'S 47°46'W 1

Apos a colheita das sementes, foram retirados os tegumentos das mesmas, visando
a obtencdo dos espectros no espectofémetro NIR, modelo Tango, marca Bruker. Foi
utilizado acessorio de rotacédo pequeno, com resolucéo de 16 cm™ e média de 64 scans
por leitura. Cada amostra contendo 100 sementes foi lida no aparelho em cinco
repeticdes, na tentativa de diminuir provaveis erros, tais como de acomodacéo incorreta
da amostra no recipiente, bem como para que se construisse um banco de informacdes

com um maior niumero de dados e espectros.
2.2. Andlise dos dados

A analise quimiométrica dos dados obtidos foi realizada utilizando-se o Software
OPUS 7.0, o qual avalia o melhor método quimiométrico para andlise de regressdo dos
dados, bem como o tratamento dos espectros.

Para a construcdo do modelo, foram calculados o erro quadrado médio de
calibracdo (RMSEC), erro quadrado médio de validacdo cruzada (RMSECV) e o
coeficiente de determinacdo (R%). Resultados elevados de R? e valores baixos de RMSE

indicam a obtenc&o do melhor modelo para predi¢céo do atributo a ser analisado.

2.3. Determinacdo dos teores de umidade e extrato etéreo pelos métodos de

referéncia

Os procedimentos para se determinar os teores de umidade e extrato etéreo (EE)
foram realizados no Laboratério de Biotecnologia Aplicada ao Melhoramento de Plantas
pertencente ao Departamento de Producdo Vegetal, da Faculdade de Ciéncias Agrérias e
Veterinarias da Universidade Estadual Paulista - UNESP, Campus de Jaboticabal, SP.

Aplés a obtencdo dos espectros, as amostras de sementes foram pesadas e
dispostas em estufa a 105 °C durante 24 horas para determinacdo da umidade e massa
seca das mesmas (BRASIL, 2009).
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Apoés a secagem, amostras foram trituradas em mixer da marca George Foreman,
modelo GFSB400B, e depois peneiradas em peneira GRANUTEST, da marca
TELASTEM, ABNT 20, TYLER 20, com abertura de 0,84 mm. Foram utilizados 3 g do
material moido para a determinacdo do EE, sendo as sementes oriundas de cada planta
analisada em duplicata, sendo posteriormente calculada a média de cada planta.

A extracdo EE das sementes foi realizada por meio do equipamento modelo TE 044-
5/50 (Fabricante Tecnal). O método de extracdo utilizado foi o processo continuo do tipo
“Soxhlet” conforme descrito no AOAC (1999), utilizando 100 mL de éter de petréleo da
marca Dinamica como solvente, cujo ponto de ebulicdo € 60 °C.

Terminado o ciclo de extracdo, as amostras foram transferidas para a estufa a 105
°C por 24 horas para evaporacdo do éter e da umidade e posteriormente pesadas em
balanca digital para obtencdo das massas finais. Foi calculada a média das duplicatas,
sendo este valor correlacionado com 0s espectros obtidos na leitura do equipamento NIR

Tango-Bruker.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A curva de calibracdo que se ajustou aos parametros desejados, ou seja, maior R* e
menor RMSEC (Figura 1) apresentou uma correlacdo de 73,23% e um erro médio de
1,35. A curva de validacdo escolhida apresentou correlacdo 70,79% e RMSECV de 1,40
(Figura 2). As regides selecionadas para a constru¢do dos modelos de calibragéo e
validacdo foram de 8992 a 7424 cm™ e 5336 a 4928 cm™. Para tratamento dos espectros

foi utilizada a 1° derivada.
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Figural. Modelo de calibracédo para determinacdo do extrato etéreo de pinhdo-manso,
a partir das leituras do equipamento NIR Tango-Bruker.
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Figura 2. Curva de validacdo para determinacdo do extrato etéreo de pinhdo-manso, a
partir das leituras do equipamento NIR Tango-Bruker.

Nota-se nas Figuras 1 e 2, que as amostras apresentaram resultados bastante
uniformes e bem distribuidos ao longo da reta de correlacao entre os valores preditos e 0s
reais, sendo um dos fatores que podem ser responsaveis pelos bons coeficientes de
correlacao.

A selecao correta das regides espectrais também € fundamental para se obter uma
boa correlagdo. Em estudos utilizando NIRS para desenvolvimento de curvas de

calibracdo para predicdo de teor de Oleos vegetais, diversos autores selecionaram
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praticamente as mesmas regides espectrais de comprimento de onda. Corréa (2014)
selecionou as regides entre 8344 a 7736 cm™; 6072 a 4968 cm™ e 4520 a 3976 cm™ para
6leo de pinhdo-manso, Leite (2015) utilizou a regi&o entre 10.553 a 4.492 cm™ para teor
de 6leo em soja e Pereira (2008) selecionou a regido de 6184 a 3068 cm™ para
viscosidade dos 0leos de soja, milho, girassol e canola.

De acordo com Workman e Weywer (2007), o intervalo entre 4000 e 5000 cm™ é
uma regido com interacdo entre diferentes ligacdes quimicas, resultando em alta
sobreposicdo de picos de absorbancia. Esta regido é informativa e com pouco ruido,
porém nao € clara o suficiente para ser analisada quimicamente. O intervalo entre 5.000 e
9.000 cm™ representa a primeira e a segunda regido harménica, sendo também uma
regido informativa e com baixo nivel de ruido. A terceira regido harménica corresponde a
gama espectral que se estende desde 9.000 até 12.500 cm™, onde, nesta regido a
absorcao € baixa e com alto nivel de ruido, resultando em informacéo de baixa qualidade.

Considerando que o interesse deste trabalho é a determinacdo do teor de oOleo,
foram selecionadas apenas as regides do espectro que contém informacdes relativas as
ligacbes C-H, portanto, as regides que foram selecionadas para a construcdo dos

modelos de calibracao e validacdo deste trabalho encontram-se destacadas na Figura 3.

0.600

0.400

0.200

T T T T T T T T
12000 11000 10000 25000 8000 7000 8000 5000 4000

Figura 3. Espectros das amostras de pinh&o-manso e suas regides selecionadas para
calibracao e validacgéo.
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Outro fato determinante para a construcao de boas curvas de calibracéo e validacao,
€ que estas sejam representativas da populacdo para a qual sera utilizada. Extrapolacfes
para valores que estejam fora do intervalo que compde o banco de dados inicial podem
gerar baixas correlacdes, todavia, a construcdo desse banco de dados com valores de
maior abrangéncia € uma das maneiras de amenizar essa problematica. No presente
estudo, o teor de 6leo das sementes utilizadas variou de 50,27% a 63,21%. A amplitude
deste intervalo ndo € considerada alta, pois ndo abrangeria genétipos com menores
teores de Oleo, assim, é necessario complementar o banco de dados com outros valores
gue nao estejam presentes neste intervalo, fornecendo assim uma maior amplitude,
consequentemente uma maior abrangéncia e robustez ao modelo desenvolvido.

O pinhdo-manso € uma espécie albégama, ou seja, os alelos sdo partilhados de
forma aleatdria, portanto, os genoétipos das sementes de uma determinada planta podem
ser diferentes a cada ciclo reprodutivo. Deste modo, € importante que sejam adicionados
dados de véarios anos agricolas para que estes se distribuam por toda a faixa de
abrangéncia, a fim de se obter maior robustez na curva (CORREA, 2014).

Semelhante aos resultados encontrados neste trabalho, foi realizado um estudo
utilizando NIR para modelo de predicdo do teor de O6leo em sementes de Vernonia
galamensis, onde os autores encontraram um valor de R?= 0,71 (BAYE; BECKER, 2004).
Valores mais altos de correlacdo em calibracdo para predicao de 6leo foram encontrados
em sementes de girassol com R? = 0,87 (GRUNVALD et al., 2014), em sementes de
macautba foi obtido R* = 0,82 (MATSIMBE et al., 2015), em sementes de cartamo com R?
= 0,90 (ELFADL et al., 2010) e em sementes de pinhdo-manso de diferentes paises,
Vakinin et al. (2011) encontrou R?= 0,95, sugerindo boa habilidade preditiva do modelo.

Estes ultimos autores relatam que a técnica NIR foi altamente eficaz para predicéo
do teor de dleo, proteina, acidos oleico e linoleico, porém, foi pouco eficaz para predicées
dos acidos graxos estearico e palmitico, concluindo que o NIR pode ndo ser uma técnica
adequada para predicdo destas caracteristicas (VAKININ et al., 2011).

A espectroscopia NIR é muito vantajosa na avaliagdo da qualidade de biodiesel,
sendo amplamente utilizada por diversos autores. Rodrigues et al. (2015) determinaram o
teor de glicerol livre em Oleo de soja e etanol, Balabin, Lomakina e Safieva (2011)
utilizaram a técnica NIR para a predicdo da densidade em amostras de biodiesel, e
Gaydou, Kister e Dupuy (2011) construiram modelos para a deteccdo de adulteracdo em
amostras de biodiesel. Diferentes espécies de Jatropha também foram identificadas por
meio da técnica (BARROS et al., 2012).
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Os valores de R?, RMSEC e RMSEV obtidos no presente estudo indicaram que a
avaliacdo de sementes intactas utilizando a equacdo de calibracdo estimada por
espectroscopia NIR foi adequada para discriminar os teores de 6leo de sementes
oriundas de diferentes gendtipos de pinhdo-manso. Este método poderd ser vantajoso
economicamente e ambientalmente, pois podera reduzir consideravelmente tempo, custo,

e 0 numero de andlises pelo método de referéncia (soxhlet).

4. CONCLUSOES

Os resultados deste estudo indicaram que o teor de 6leo da espécie Jatropha curcas
L. pode ser estimado pela espectroscopia no infravermelho préximo.

As calibracdes para predicdo do teor de Oleo apresentaram coeficientes de
correlacdo satisfatérios tanto para calibragcdo quanto para validacdo. Além disso, o
método de referéncia utilizado apontou resultados bastante satisfatorios, podendo ser
utilizado para esta finalidade.

A curva de calibracdo desenvolvida pode ser utilizada para predicao de teor de 6leo
em gendtipos de pinhdo manso, no entanto, sua robustez e amplitude necessitam ser
ampliadas pela adicdo de novas leituras de diferentes genétipos com outros teores de

6leo.
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