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Se

Se és capaz de manter a tua calma quando
Todo o mundo ao teu redor ja a perdeu e te
culpa;

De crer em ti quando estdo todos duvidando,

E para esses no entanto achar uma desculpa;

Se és capaz de esperar sem te desesperares,

Ou, enganado, nao mentir a0 mentiroso,

Ou, sendo odiado, sempre ao 6dio te esquivares,
E ndo parecer bom demais, nem pretensioso;

Se és capaz de pensar --sem que a isso so te
atires,

De sonhar --sem fazer dos sonhos teus senhores.
Se encontrando a desgraga e o triunfo
conseguires

Tratar da mesma forma a esses dois impostores;
Se és capaz de sofrer a dor de ver mudadas

Em armadilhas as verdades que disseste,

E as coisas, por que deste a vida, estragalhadas,
E refazé-las com o bem pouco que te reste;

Se és capaz de arriscar numa Unica parada
Tudo quanto ganhaste em toda a tua vida,

E perder e, ao perder, sem nunca dizer nada,
Resignado, tornar ao ponto de partida;

De forgar coragao, nervos, musculos, tudo

A dar seja o que for que neles ainda existe,

E a persistir assim quando, exaustos, contudo
Resta a vontade em ti que ainda ordena:
"Persiste!";

Se és capaz de, entre a plebe, ndo te
corromperes

E, entre reis, ndo perder a naturalidade,
E de amigos, quer bons, quer maus, te
defenderes,

Se a todos podes ser de alguma utilidade,

E se és capaz de dar, segundo por segundo,

Ao minuto fatal todo o valor e brilho,

Tua ¢ a terra com tudo o que existe no mundo

E o que mais --tu serds um homem, 6 meu filho!
Autor: Rudyard Kipling Joseph

Tradugdo: Guilherme de Almeida

Si

Si puedes conservar la cabeza cuando a tu
alrededor todos la pierden y te echan la culpa; si
puedes confiar en ti mismo cuando los demas
dudan de ti, pero al mismo tiempo tienes en
cuenta su duda;

si puedes esperar y no cansarte de la espera, o
siendo engafiado por los que te rodean, no pagar
con mentiras, o siendo odiado no dar cabida al
odio, y no obstante no parecer demasiado
bueno, ni hablar con demasiada sabiduria. ..

Si puedes sofar y no dejar que los suefios te
dominen; si puedes pensar y no hacer de los
pensamientos tu objetivo; si puedes encontrarte
con el triunfo y el fracaso (desastre)y tratar a
estos dos impostores de la misma manera;

si puedes soportar escuchar la verdad que has
dicho: tergiversada por bribones para hacer una
trampa para los necios,o contemplar destrozadas
las cosas a las que habias dedicado tu vida 'y
agacharte y reconstruirlas con las herramientas
desgastadas. ..

Si puedes hacer un hato con todos tus triunfos y
arriesgarlo todo de una vez a una sola carta, y
perder, y comenzar de nuevo por el principio y
no dejar de escapar nunca una palabra sobre tu
pérdida;

y si puedes obligar a tu corazoén, a tus nervios y
a tus musculos a servirte en tu camino mucho
después de que hayan perdido su fuerza,
excepto La Voluntad que les dice “jContinuad!”
Si puedes hablar con la multitud y perseverar en
la virtud o caminar entre Reyes y no cambiar tu
manera de ser;

si ni los enemigos ni los buenos amigos pueden
dafiarte, si todos los hombres cuentan contigo
pero ninguno demasiado;

si puedes emplear el inexorable minuto
recorriendo una distancia que valga los sesenta
segundos tuya es la Tierra y todo lo que hay en
ella, y lo que es mas, seras un hombre, hijo mio.
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RESUMO

Sacha-inchi (Plukenetia volubilis L., Euphorbiaceae) foi introduzida em Manaus, Brasil,
com a inten¢do de desenvolver um nicho de mercado para um 6leo com caracteristicas
alimenticias muito nutritivas. A introdu¢ao de uma cultura requer avaliagdo da adaptacdo
da espécie ao seu novo ambiente e planejamento para o futuro desenvolvimento, incluindo
melhoramento genético. O objetivo do trabalho foi caracterizar acessos de P. volubilis em
Manaus e introducao do germoplasma visando a amplia¢ao da variabilidade genética para
o melhoramento. Sele¢do de progénies, analises de repetibilidade, diversidade genética e
viabilidade de polen em sacha-inchi foram realizadas. Progénies de polinizagdo aberta de
sacha-inchi mostraram variabilidade genética fenotipica para as caracteristicas de fruto e
produgdo. Altas correlagdes genéticas entre o nimero de frutos, produgao de frutos e peso
de sementes por planta (r > 0,96) e altos valores de herdabilidade nas trés caracteristicas
mencionadas (h*>> 0,81) foram observadas. As caracteristicas niimero de frutos € peso de
frutos mostraram ganhos genéticos indiretos sobre o rendimento em peso de sementes
(GS% = 23%). Contudo, a carcateristca peso de frutos ¢ recomendével para inferir a
producdo de sementes. A selecdo direta sobre o peso médio de fruto mostrou efeito
negativo nos ganhos genéticos da producdo de sementes por planta (GS% = -15%),
namero (GS =-19%) e produgdo de frutos por planta (GS% = -12%). A selecdo de frutos
grandes, como vem sendo realizados pelos produtores, nao reflete em bons rendimentos
de sementes, o qual também ¢ constatado na falta de efeitos diretos e indiretos do peso
médio de fruto sobre o peso de sementes por planta. Baixas intensidades de selec¢do direta
(42%) sobre a producdo de frutos por planta permitem ganhos significativos indiretos
sobre a producdo de sementes por planta (23%) e mostraram potencial para manter a
variabilidade genética. Os acessos Cuzco, Dos de Mayo, Shanao, Aucaloma e AM-07
foram selecionados por seus altos rendimentos em frutos e sementes. Para uma boa
acuracia do parametro de repetibilidade, no método de Componentes Principais (CP), 0 uso
da matriz de covariancia mostrou um melhor coeficiente de repetibilidade do que o uso da
matriz de correlagdo para os caracteres numero de frutos, produgdo de frutos e produgido de
sementes por planta tanto para selecdo individual quanto para a sele¢do de progénies. Como a
avaliagdo do numero de frutos ¢ mais facil do que a produgdo de frutos e sementes, ¢
recomendavel. Assim, para a sele¢do de progénies e de plantas individuais € indicado trés e sete
meses de colheita consecutiva, respectivamente. O uso das coordenadas dos Componentes
Principais mostrou ser adequado para explorar a diversidade genética fenotipica em sacha-inchi.

Segundo a andlise da diversidade genética fenotipica as sequintes hibridacdes sdo
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recomendaveis: Cuzco x Dos de Mayo, Cuzco x Aucaloma, Shanao x Cuzco, Shanao x
Aucaloma, Shanao x Dos de Mayo, Shanao x Am07, Dos de Mayo x Aucaloma. A
germinagdo in vitro, meio de cultura liquida com 10% de sacarose e 0,03% de

Ca(NO3)2.4H>0 ¢ o melhor método para estimar a viabilidade de pdlen de sacha-inchi.

Palavras-chave: Parametros genéticos, ganho de sele¢do, melhoramento vegetal.
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ABSTRACT

Sacha-inchi (Plukenetia volubilis L., Euphorbiaceae) was introduced in Manaus, Brazil,
with the intention of developing a market niche for an oil with very nutritious food
characteristics. The introduction of a crop requires assessment of the species' adaptation
to its new environment and planning for future development, including genetic
improvement. The objective of this work was to introduce accessions of P. volubilis in
Manaus fron Benjamin Constant (AM, Brazil) to expand the existing germplasm aiming
at genetic improvement. Progeny selection, repeatability analysis, genetic diversity and
pollen viability in sacha-inchi were performed. Open pollinated progenies of sacha-inchi
showed phenotypic genetic variability for fruit and yield characteristics. High genetic
correlations between the number of fruits, fruit yield and seed weight per plant (r > 0.96)
and high heritability values in the three mentioned traits (h>> 0.81) were observed. The
characters number of fruits and fruit weight showed indirect genetic gains on seed weight
yield (GS% = 23%). However, the fruit weight character is recommended to estimate seed
production. Direct selection on average fruit weight showed a negative effect on genetic
gains of seed production per plant (GS% = -15%), number (GS = -19%) and fruit
production per plant (GS% = -12 %). The selection of large fruits, as has been done by
producers, does not reflect good seed yields, which is also observed in the lack of direct
and indirect effects of the average fruit weight on the weight of seeds per plant. Low
direct selection intensity (42%) on the fruit yield per plant allowed significant indirect
gains on the seed yield per plant (23%) and showed potential to maintain genetic
variability. Accessions Cuzco, Dos de Mayo, Shanao, Aucaloma and AM-07 were
selected for their high yields in fruits and seeds. For good accuracy of the repeatability
parameter, in the Principal Components (CP) method, the use of the covariance matrix
showed a better repeatability coefficient than the use of the correlation matrix for the
characters number of fruits, fruit yield and yield of seeds per plant both for individual
selection and for the selection of progenies. As the evaluation of the number of fruits is
easier than the production of fruits and seeds, it is recommended to evaluate by the
number of fruits. Thus, for the selection of progenies and individual plants, three and
seven months of consecutive harvest are indicated, respectively. The use of Principal
Components coordinates proved to be adequate to explore the phenotypic genetic
diversity in sacha-inchi. According to the analysis of the phenotypic genetic diversity, the

following hybridizations are recommended: Cuzco x Dos de Mayo, Cuzco x Aucaloma,
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Shanao x Cuzco, Shanao x Aucaloma, Shanao x Dos de Mayo, Shanao x Am07, Dos de
Mayo x Aucaloma.germination /n vitro, liquid culture medium with 10% sucrose and

0.03% Ca(NO3)2.4H:0 is the best method to estimate the viability of sacha-inchi pollen.

Keywords: Genetic parameters, selection gain, plant breeding.



17

1. INTRODUCAO

Nos ultimos treze anos, a espécie sacha-inchi, inca-peanut ou inca nut (Plukenetia
volubilis L., Euphorbiaceae) tem sido objeto de intensa pesquisa desenvolvida em varias
partes da América tropical e Sudeste asiatico. Consequentemente, o comércio mundial de
6leo de sacha-inchi vem se expandindo. Até o ano de 2020, Peru e Colombia sdo os
maiores exportadores de oleo de sacha-inchi com 3000 e 1110 ha de area plantada,
respectivamente. Contudo, paises fora da América do Sul comecaram a cultivar sacha-
inchi, principalmente no Sudeste asidtico, tais como o sul da China, Mianmar, Laos e
Tailandia. Nestes paises, algumas empresas produzem volumes suficientes de sementes e
6leo de sacha inchi, que poden competir com empresas da América do Sul, de onde se
originou a sacha inchi. A Tailandia ¢ a principal fonte de cultivo comercial de sacha inchi
fora da América do Sul.

Em 2012, a espécie foi introduzida em Manaus-Brasil com a intencdo de
desenvolver um nicho de mercado para um 6leo com caracteristicas muito peculiares,
com alto teor de acido linolénico (45%), acido linoleico (37%), tocoferois e carotenoides
(3,8 26,3 mg/100 g e 0,08 mg/100 g de 6leo, respectivamente). A rapida introdugdo de
qualquer novo cultivo requer a avalia¢do da adaptag¢do ao seu novo ambiente, tanto fisico
quanto comercial, bem como planejamento para assegurar o seu desenvolvimento
continuo no caso da introdug¢ao atrair o agricultor e o interesse do consumidor. Este estudo
examina alguns aspectos bioldgicos e genéticos deste programa de introdugdo que sao
essenciais para avaliar a adaptagdo e planejamento para seu futuro desenvolvimento.

Andlises fenotipicas da biometria do fruto e caracteristicas de producao ja foram
realizadas em sacha-inchi, mas ndo ha nenhum estudo que analise estas caracteristicas no
primeiro ano de plantio. Em sacha-inchi, o desenvolvimento da planta ¢ rapido, iniciando
a floracdo apos trés meses de plantio e a colheita apos trés ou quatro meses da floragao.
Para estimar os parametros genéticos das caracteristicas do fruto e da producdo, apenas
os primeiros meses de producdo do primeiro ano de plantio parecem ser os mais
importantes, uma vez que € possivel obter cinco a seis colheitas. O principal interesse
dos produtores e os melhoristas de plantas ¢ a produ¢do. No caso da sacha-inchi, a
producdo esta focada na semente por estar relacionada diretamente com a producao de
6leo. A producdo ¢ uma caracteristica extremamente complexa que usualmente responde

lentamente a pressao de selegdo.
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A produgdo de semente ¢ o critério para a selecdo de plantas mais produtivas. O
rendimento por planta depende mais da estabilidade da planta do que do tempo de
avaliacdo da produgdo. A andlise de repetibilidade fornece estimativas de correlagao entre
uma colheita e outra, permitindo calcular o nimero de colheitas necessarias para uma boa
selecdo no primeiro ano de plantio, conforme o nosso estudo. Ademais, um programa de
melhoramento também tem como objetivo, identificar e estudar a interagdo de varios
componentes associados ao rendimento e a outras caracteristicas. Este foi iniciado no
presente estudo.

O sucesso em um programa de melhoramento depende da quantidade de variagao
fenotipica presente na populagdo base. A proporcdo da variagdo fenotipica esta
determinada por efeitos genéticos aditivos (a partir dos quais a herdabilidade no sentido
restrito ¢ estimada) e pela intensidade de selegdo praticada. Estes dois critérios
mencionados sdo basicos para o campo da genética quantitativa. O projeto experimental
usado no presente estudo foi escolhido para permitir estimativas das varidncias genéticas
fenotipicas e aditivas, e a herdabilidade de cada caracteristica de interesse. A precisdo da
estimativa destas variaveis ¢ promissora pelo niimero de individuos em cada progénie e
pela abundancia de conhecimento sobre o manejo do cultivo de sacha-inchi. Assim, este
estudo fornece um material atil para continuar o melhoramento de sacha-inchi no Brasil.

O requerimento para a elongacdo do tubo polinico ou a germinacao do pélen de
sacha-inchi ainda ¢ desconhecido. Estudos em varias espécies de plantas com flores
indicam que o ion calcio desempenha um rol importante na germinacdo do pdlen
Contudo, outro ions, como o K* e Mg?* servem como absor¢do ou ligagdo do célcio, e
sem a presenca destes a porcentagem de germinacdo ¢ afetada. Aqui, registrou-se pela
primeira vez a analise multielementar (Ca, P, S, K e microelementos) em diferentes
estagios de desenvolvimento do pistilo, com intuito de ajudar a composi¢do dos
elementos no meio de cultivo. Iniciar estudos sobre a germinacao de polen em sacha-inchi
¢ importante para o melhoramento da espécie, j4 que permite acompanhar os
procedimentos de polinizagdo controlada. Cabe mencionar, que a viabilidade do polen ¢
acompanhada de atividades enzimaticas, as quais podem ser determinadas de forma

indireta por algum método colorimétrico.
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OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar e selecionar acessos de Plukenetia volubilis em Manaus, Amazonas,

Brasil, visando o melhoramento genético.

2.2 Objetivos especificos

1.
2.
3.

Caracterizar novos acessos de sacha-inchi;

Selecionar progénies para produ¢do de sementes em sacha-inchi;

Estimar a repetibilidade de caracteres de producdo de frutos e sementes para selecao
em sacha-inchi;

Analisar a diversidade genética fenotipica em sacha-inchi;

Estudar a viabilidade do polen de sacha-inchi e realizar andlise multielementar do

pistilo floral.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Taxonomia

Plukenetia L. ¢ um género pantropical de 23 espécies de trepadeiras e lianas, com
raros casos de subarbusto prostrado, pertencente a familia Euphorbiaceae, subfamilia
Acalyphoideae, tribo Plukenetieae (Benth.) Hutch., subtribo Plukenetiinae Benth.
(CARDINAL-MCTEAGUE e GILLESPIE, 2016; GILLESPIE 1993, 1994; WEBSTER,
1975). O género destaca pelo ovario de quatro carpelos, estiletes que sdo parcialmente a
inteiramente fusionados e frequentemente macicos, habito de crescimento do caule do
tipo escandente. Outras caracteristicas importantes incluem: uma ou mais pares de
glandulas na face adaxial da lamina foliar, numerosos estames, flores pistiladas com
quatro sépalas (GILLESPIE, 1993).

Atualmente, usando marcadores moleculares, o género foi dividido em dois
principais grupos de acordo a nervura foliar: peninérvea e palminérvea (Figura 1)
(CARDINAL-MCTEAGUE et al., 2019; CARDINAL-MCTEAGUE e GILLESPIE,
2016). O grupo de nervura foliar peninérvea compreende dois subgrupos e ¢ composto de
espécies neotropicais, enquanto o grupo palmatinérvea compreende trés subgrupos,
incluindo espécies do neotropical, a secdo Plukenetia, a africana se¢do Angostylidium, a
africana ou sudeste-asiatica sect. Hedraiostylus, e as espécies informais de Madagascar
(CARDINAL-MCTEAGUE e GILLESPIE, 2016; CARDINAL-MCTEAGUE et al.,
2019) (Figura 1). Recentemente, duas espécies de semente grande foram descubertas, P.
huayllabambana e P. carolis-vegae (BUSSMANN et al., 2009, 2013). Contudo,
Cardinal-McTeague et al. (2019) indicam que P. huayllabambana poderia ser um hibrido
entre P. volubulis e P. carolis-vegae do centro-sul do Peru.

Dentro de Plukenetia, cinco espécies sdo cultivadas tradicionalmente para
alimentag@o e uso medicinal na regido tropical dos Andes (P. volubilis, sacha-inchi; P.
carolis-vegae e P. hullaybambana, conhecidos como sacha-inchi de montanha), a
Amazbnia (P. polyadenia, Mani-del-Monte em espanhol ou Amuji em Huitoto), e Africa
(P. conophora, Awusa ou African walnut). No Peru, P. volubilis ¢ cultivada por
populagdes rurais entre os 100 e 1000 de altitude (CESPEDES, 2008; DEL CASTILLO
et al.,, 2019; VASEK et al., 2017). P. hullaybambana ¢ endémica no municipio de
Rodriguez de Mendoza no Peru, ocorrendo naturalmente nas bordaduras de clareias da
floresta ou areas alteradas por agricultura a aproximadamente 1700 m de altitude. P.

polyadenia ocorre naturalmente em quintais de etnias de origem Huitoto na bacia do rio
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Putumayo, Napo e Ampiyacu no Peru. A espécie é conhecida como Amuji (Huitoto). No
entanto, no Brasil € possivel ser encontrado nos quintais de descendentes da etnia Huitoto

que migraram para o municipio de Tabatinga e Venjamin Contans no estado de

Amazonas.
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Figura 1. Dendrograma que descreve as relagdes provaveis entre espécies de Plukenetia.
Fotos ou contornos de sementes foram providenciados ao lado do nome das espécies.
Circulos coloridos representam estimativas de volumes de sementes. Baseada em
cloroplasto e marcadores nucleares de DNA (CARDINAL-MCTEAGUE et al., 2019).

Dados moleculares e biogegraficos sugerem que o género Plukenetia teve origem
entre Amazdnia ou Mata Atlantica do Brasil durante o oligoceno. Embora a origem seja
ambigua entre essas duas regides, ¢ provavel que houve migracdo através da vegetacdo
aberta formada diagonalmente durante o Oligoceno e inicio ou metade do Mioceno. Os
ancestrais da Amazonia sofreram pelo menos duas dispersdes independentes na América
Central ¢ no México antes da formacdo do Istmo do Panama na metade ou final do
Mioceno. O ancestral de P. volubilis e P. cf- carolis-vegae era a Unica linhagem a retornar
a Amazonia desde a América Central e Noroeste da América do Sul, devido a uma

provavel dispersdo sobre os Andes durante o Plioceno. A distribuicdo pantropical de
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Plukenetia ¢ melhor explicada por dispersdes transocednica de longa distancia, primeiro
para a Africa no final do Mioceno e depois, independentemente, para Madagascar e o
Sudeste Asiatico, durante o final do Mioceno e Plioceno (CARDINAL-MCTEAGUE et
al., 2010).

O tamanho de semente em Plukenetia varia desde muito pequenas (38 mm®) a
muito grandes (30.000 mm?). Sementes grandes em Pukenetia provavelmente tiveram um
unico ancestral. Estudos indicam que a evolucdo desta foi dindmica e esteve
correlacionada positivamente com o tipo de caule (Ilenhoso e semi-lenhoso), tipo de fruto
(seco-deiscente e suculento-indeiscente), e ecologia de mudas (tolerante ao
sombreamento e de clareiras ou bordas de florestas). Mudangas de bioma desde
predominantemente imido a seco aparentemente ndo tem associagdo com o tamanho da
semente, no entanto, a transicdo para um sazonal, savana controlada por fogo indicam
provavel associacdo com reducdo do tamanho da semente (CARDINAL-MCTEAGUE et
al., 2010).

3.2 Descricao morfologica

A espécie ¢ uma trepadeira semi-lenhosa de crescimento indeterminado
(CESPEDES, 2008; GILLESPIE, 1993). As folhas sdo alternas, espiraladas, cordadas; de
9 a 14 cm de comprimento € 5 a 10 cm de largura, as nervuras nascem na base, com
nervura central digitada para o vértice, lamina adaxial verde escuro, abaxial verde claro,
apresentam duas glandulas base-laminar, apice foliar acuminado, com base plana ou
semi-arredondada, peciolos com arestas recobertas por indumentos brancos.
Inflorescéncia em racemo 2-8 cm comprimento, localizada na axila foliar, com brotos
distribuidos em 4-15 cachos alternos e cruzados, com dois tipos de flores: as masculinas
sd0 pequenas, esbranquicadas, dispostas em racimos, pediceladas, 4-5 pétalas,
dialipétalas, actinomorfas, 17-19 estames, polistémone; as femininas em geral estdo
localizadas na base das inflorescéncias, mas podem ocorrer no peciolo foliar e sdo na
maioria dos casos solitarias, mas podem ocorrer em duas ou mais flores, possuem ovario
stpero com 4-5 léculos, podendo ocorrer variagdes para mais ou para menos. E capsula
de 3-5 cm de didmetro, cor verde quando imaturo e castanho-escuro quando maduros.
Normalmente tem quatro 16culos, mas pode ocorrer 3-7, capsulas com sementes ovais,
ligeiramente levantadas no centro e achatadas nas bordas, cor marrom escura com nervura

oval, com 1,5 a 2 cm de diametro (GILLESPIE, 1993). Estas caracteristicas sdo
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semelhantes a Plukenetia Huayllabambana, porém, este difere de P. volubilis por ter um
maior numero de sépalas (5) nas flores estaminadas, bem como filamentos mais curtos
(0,1 — 0,3 mm), frutos maiores, e sementes maiores com estrias pronunciadas (REINER
et al., 2009).

Em comparacdo a P. volubilis, Plukenetia polyandenia Mull.Arg difere
claramente na lamina da folha por ser eliptica, base obtusa ou arredondada. Além disso,
os frutos sdo maiores, sub-globosos, carnosos e indeiscentes (GUILLESPE, 1993). No

entanto, outras diferencas, foram descritas por Rodriguez et al. (2010).

3.3 Distribuic¢do ecologica da espécie

Plukenetia volubilis ¢ uma espécie neotropical. Populagdes naturais de sacha-inchi
sdo encontradas nas Antilhas Menores, Suriname e ao longo da borda noroeste da bacia
Amazodnica incluindo Venezuela, Colombia, Equador, Peru, Bolivia e Brasil. A espécie ¢
encontrada usualmente ao longo de bordadura de florestas ou areas com disturbios,
especificamente em floresta imida ou nebulosa abaixo de 900 m de altitude (GILLESPIE,
1993).

Em sistemas de cultivo, a espécie se desenvolve em temperaturas desde 8 a 36 °C,
precipitagdo de 1500 mm ano™! e altitude de 30 a 2110 m. Tolera sombreamento, porém
¢ exigente em luz, precisando ser cultivada em campo aberto para ndo afetar o volume de
biomassa da planta e a produgao de frutos, sendo assim considerada uma planta pioneira
(CAL 2011; CAl et al., 2012; CARDINAL-MCTEAGUE et al., 2019).

Plukenetia volubilis é cultivada em solos férteis como os solos dos andes peruanos
(CESPEDES, 2008) e do sudeste do Brasil (RODRIQUES et al., 2014), ou solos pobres
em nutrientes como os da Amazdénia (RODRIGUES, 2013). Na Amazo6nia peruana ¢é
comum cultivar Plukenetia volvubilis em solos de vdrzea alta, os quais possuem
fertilidade média. Também ¢ cultivada no Brasil na triplice fronteira.

A espécie inicia a floragdo ap6s 86 a 151 do transplante, a frutificacdo ocorre apos
119 a 185 dias do transplante e a colheita de frutos acontece 202 a 249 dias apos o
transplante (CESPEDES, 2006; CAI et al., 2012; VALENTE et al., 2017b). Precipita¢ao
distribuida uniformemente permite encontrar flores e frutos durante todo o ano (JIAO et

al., 2012; VALENTE et al., 2017b).
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3.4 Utilizacdo e manejo da espécie

3.4.1 Utilizacao

Plukenetia volubilis tem sido cultivado em tempos pré-colombianas entre 3000 —
5000 anos atras e a ocorréncia de espécies cultivadas ou variedades locais no neotropico
indica que teve dois eventos independentes de domesticacdo antiga (BRACK, 1999;
CARDINAL-MCTEAGUE et al., 2019). Segundo Clement (2001), sacha-inchi poderia
ser considerado um cultivo nativo domesticado, ja que ¢ encontrada predominantemente
em areas criadas por humanas especificamente em paisagens cultivadas ou intensamente
manejadas como a roga/capoeira (paisagem onde humanos combinam o cultivo e o
manejo), ademais, altos teores de 6leo e amidos, consequentemente energia, € bom nivel
de proteinas (CHIRINOS et al., 2013; HAMAKER et al., 1992), caracteristica peculiar
em cultivos de alto grau de domesticagdo (CLEMENT, 2001). Neste contexto, sacha-
inchi pode ter sido um cultivo de grande importancia alimenticia nos tempos pré-
colombianas. Contudo, P. volubilis é ainda considerada ndo totalmente domesticada ¢ o
melhoramento intencional tem sido recentemente pelos pequenos produtores no Peru e
Amazonia Ocidental, focando principalmente a selecdo de sementes grandes para
estabelecer novos plantios, com o objetivo incrementar a producao (VASEK et al., 2017).

O interesse cientifico e comercial por P. volubilis ¢ devido suas sementes
apresentarem alto teor de &cidos graxos insaturados, como linoleico (35% a 41%) e
linolénico (37% a 44%),), tocoferois (78,6 a 137,0 mg/100 g de semente) e proteinas (27%)
(CHIRINOS et al., 2013; HAMAKER et al.,, 1992). Os dois &acidos graxos mais
abundantes no o6leo de sacha-inchi, linoleico e linolénico, sdo dois acidos graxos
essenciais requeridos pelo humano, eles sdo necessarios para fungdes bioldgicas, mas ndo
podem ser sintetizados pelo corpo. O contetido de lipidios em P. volubilis (entre 45 a
55%) é comparavel a aqueles dos principais cultivos oleaginosas com alto teor de lipidios
por peso de semente, tais como, girassol (Helianthus annuus L., entre 36-50%) e canola
(Brassica napus L, entre 31- 47%) (FOLLEGATTI-ROMERO et al., 2009; KODAHL,
2020; RAUF etal.,2017; WU et al., 2016;). Porém, ¢ maior do que nos principais cultivos
oleaginosos cultivados comumente, que incluem o dendé (Elaeis guineensis Jack.), soja
(Glycine max (L.) Merr.), canola, girassol, amendoim (Arachis hypogaea L.), sementes
de algodao (Gossypium L. sp) e oliva (Olea europaea L.), onde o contetido de acido
linolénico ao redor de 10% (GUNSTONE et al., 2007; KODAHL, 2020). Linhaga (Linum

usitatissimum L.) € uma excecdo, contendo entre 56% de acido linolénico, embora o
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conteudo total de fragdes de acidos graxos poli-insaturados (aproximadamente 71%) e o
total de lipidios (aproximadamente 33%) ¢ menor do que em P. volubilis (WAKIJIRA et
al., 2004).

O ¢leo disponivel para comercializagcdo normalmente ¢ extraido por prensagem a
frio seguido de filtragem (NUSSELDER e CLOESEN, 2014), por isso sacha-inchi
oferece vantagens industriais, tal como, o 6leo obtido estd livre de contaminagdo de
solventes de extracdo, bem como usar equipamentos relativamente simples, contudo, o
rendimento pode ser baixo em comparagdo com outros métodos (FOLLEGATTI-
ROMERO et al., 2009). A extracdo com solvente orginico resulta em um maior
rendimento de 6leo, porém, o uso de solventes organicos, exemplo, hexano, pode causar
contaminagdo do 6leo com residuos toxicos. Além disso, o uso de altas temperaturas
incrementa o risco de degradagdo do 6leo (FOLLEGATTI-ROMERO et al., 2009).

Outra vantagem industrial de sacha-inchi ¢ a alta estabilidade do 6leo. O dleo
derivado de P. volubilis. A estabilidade do o6leo tem sido sugerida por causa da alta
quantidade de tocoferois encontrados em sementes de P. volubilis (HAMAKER et al.,
1992; CHIRINOS et al., 2013). A vida do 6leo de sacha-inchi extraido a frio foi estimada
em 3,29, 1,79 e 0,79 anos quando armazenados a 20, 25 e 30 °C, respectivamente
(RODRIGUEZ et al., 2015). Também, a capacidade de estabilidade do 6leo incrementa
com o torrar das sementes, possivelmente devido a formagdo dos compostos fenolicos

(CISNEROS et al., 2014; STERBOVA et al. 2017).

3.4.2 Manejo da Espécie

3.4.2.1 Propagacao

A espécie ¢ propagada normalmente por semente. Assim, utilizando os frutos de
casca de cor marrom escuro ou depois da deiscéncia, a semente atinge aproximadamente
80% de germinagdo em 13 dias ap6s a semeadura (CESPEDES, 2008; OLIVEIRA et al.,
2013). O tempo maximo de armazenamento ¢ desconhecido, sabe-se apenas que a
germinacdo atinge menos de 60% apds 60 dias de armazenamento no ambiente
(CESPEDES, 2006).

Estudos indicam 80% de enraizamento em estacas com 2,4-4,2 mm de didmetro ¢
10 cm de comprimento com aplicagdo de acido indolbutirico, independentemente da

posi¢do de origem da estaca na planta matriz (SOLSOL e MESEN, 2010).
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Sacha-Inchi também pode ser propagado por enxertia do tipo garfagem, visando
o controle de doengas que atuam principalmente na raiz ou coleto da raiz. Desta forma, a

enxertia atinge 55% de sucesso (CACHIQUE et al., 2018).

3.4.2.2 Sistema de Plantio

Quando propagado por semente, no plantio indireto, o transplante ¢ feito apos 40
dias da repicagem das mudas. Pode ser usado sistemas de tutorado, espaldeira ou
cobertura (CAI, 2011; CAl et al., 2013; CESPEDES, 2008). Contudo, o plantio também
pode ser de plantio direto (CESPEDES, 2008).

3.4.2.3 Aduba¢ao mineral

Cespedes (2008) recomenda aplicar 30 g de ureia, 45 g de superfosfato triplo, e
30 g de cloreto de potassio por planta em intervalos de trés meses, no entanto, o autor ndo
indica em que fase fenoldgica a adubagdo ¢ realizada e qual ¢ a estimativa da producdo
de frutos. Alguns estudos indicam que fertilizagdo com 60 g por planta (200 kg ha'!) de
uma mistura (kg:kg:kg) de N-P»0»-K>O ndo tem efeito significativo na produgdo de
frutos, porém, ¢ possivel obter rendimentos de 1 340 a 2 486 kg ha™! de semente em solos
com carateristicas quimicas de: pH 5,42; carbono organico 5,65% (peso/volume);
nitrogénio total 0,34 g ka'!, nitrogénio disponivel 46 mg kg'!; P disponivel 14,1 mg kg™!;
e K disponivel 22 mg kg'! (YANG et al., 2014).

3.4.2.4 Espacamento, colheita e producio de frutos

Sacha inchi pode ser plantado em espagamentos de 3 x 2 m (1.666 planta ha''); 2
x 2 m (2.500 planta ha') e 1,5 x 1,5 m (4.000 plantas ha') entre linha e planta,
respectivamente. Contudo, estudos indicam que maiores rendimentos de sementes podem
ser obtidos em densidades de 4.000 plantas ha! que em densidade de 1.666 ¢ 2.500
plantas ha'!, com valores de 2155 kg ha'! e 1500 kg ha!, respectivamente (YANG et al.,
2014).

O rendimento de semente ¢ aproximadamente 50% do peso do fruto. A colheita ¢
realizada em intervalos de 15 dias, sendo colhidos apenas os frutos de cor marrom escuro

(CESPEDES, 2008).
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Cespedes (2008) indica que o rendimento de frutos no primeiro ano pode atingir
2,2 a 2,5 tha', ja no segundo ano, o rendimento pode ser limitado pela infestagdo de
nematoides e fungos do género Fusarium, diminuindo a 0,7 a 1,7 t ha!. A infesta¢do por
Fusarium oxysporum atinge mais de 50% do plantio até o segundo ano de plantio (CHAI

etal., 2018).

3.5 Variabilidade genética em populagdes naturais de sacha-inchi

Vasek et al. (2017) indicam que a variabilidade genética em Plukenetia volubilis
L. ¢ explicada em 25% a 32% entre populacdes, quando estudaram a diversidade genética
da sacha-inchi em parcelas de pequenos produtores, no raio de 72 Km? no extremo norte
da Amazonia peruana usando Marcadores AFLP. Os autores também propdem que o
efeito antrdpico estaria influenciando na diversidade genética das populagdes de Sacha-
Inchi, o qual foi corroborado com uma populacdo pouco acessivel e inabitada como a
populacao “Dos de Mayo”, que diferiu com a populagdes de “Aucaloma e Pachilla”
(municipio com fluidez comercial com Ponto Renato e Shando) que também foram
analisados em nosso estudo.

De outra forma, a diferenga genética entre populagdo poderia ser determinada por
a distancia geografica, tal como a diferencas genéticas encontrada entre populacdes de
Sacha-Inchi de Cuzco e San Martin no Peru usando marcadores ISSR - Inter simple
sequence repeats (RODRIGUEZ et al., 2010), devido que ambas as populagdes estao

distanciadas em aproximadamente 800 Km em linha reta.

3.6 Avaliacao e caracterizacio de colecoes de trabalho no melhoramento genético

A genética quantitativa oferece um guia para o melhoramento de plantas
(SIMMONDS, 1979). Neste sentido, Falconer (1981) indica que a genética quantitativa
¢ o estudo da variacdo, especificamente a variagdo estatistica observada em populacdes
naturais ou, principalmente, experimentais. A particdo de esta varidncia experimental em
componentes atribuiveis a diferentes causas ¢ a base da genética quantitativa, permitindo
estimar quanta da variacdo hereditdria estd presente e como pode ser manipulada.
Também, a genética quantitativa identifica quais componentes poderiam ser atribuidos a
um determinado parametro genético da populacdo experimental (CRUZ et al., 2012;

FALCONER, 1981; SIMMONDS, 1979).
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E importante destacar que a variacdo fenotipica em uma determinada populacio
experimental ¢ uma fun¢do do gene subjacente e das frequéncias de alelos da amostra
populacional e o ambiente em que a populacdo se desenvolve (CRUZ et al., 2012;
FALCONER, 1981). Desse modo, quaisquer estimativas de varidncia genética e
parametros sdo especificos para a populacdo amostrada no ambiente na qual ela ¢

estudada (FALCONER, 1981).

3.7 Estimativas de parametros genéticos e selecio em coleces de trabalho em

fruteiras tropicais

Todos os planos de melhoramento sdo projetados para explorar ao maximo a
diversidade genética disponivel e a herdabilidade das caracteristicas de importancia
econdmica (SIMMONDS, 1979). Em fruteiras nativas perenes, esses planos devem ser
eficientes porque ¢ muito caro manter o experimento a longo prazo, e ¢ muito raro que
um experimento possa ser plantado apenas para estimar a herdabilidade que ajudardo a
definir a metodologia mais adequada (CLEMENT, 2001; CORNELIUS et al., 2006;
VALENTE et al.,, 2017a, 2017b). Além disso, o financiamento de programas de
melhoramento de fruteiras ndo convencionais costumam ser instaveis para empresas
publicas, razdo pela qual é importante tomar decisdes na fase inicial do melhoramento e
a selecdo precisa ser eficiente (VAN LEEUWEN, 2005).

A maioria dos programas de melhoramento de espécies perenes convencionais no
Brasil tais como pupunha (Bactris gasipaes (Kunth)) (CLEMENT et al., 2001), dendé
(Elaeis guineensis Jacq), guarana (Paullinia cupana Kunth var. sorbilis (Mart.) Ducke) e
cupuagu (Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) K. Schum.) e ndo convencionais
tais como camu-camu (Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh) pinhdo-manso (Jatropha
curcas L.) iniciam com a sele¢@o massal de populacdes originadas de polinizacdo aberta
(ATROCH et al., 2010; CLEMENT, 2001; CORNELIUS et al., 2006; LOPES et al.,
2012; SMID et al., 2017; SOUZA et al., 2002). Com polinizacdo aberta, porém, ¢ somente
possivel selecionar um parente, consequentemente o ganho genético poderia ser
relativamente lento, a menos que a herdabilidade seja alta (CLEMENT, 2001). No
entanto, todo novo germoplasma adicionado ao programa de melhoramento desde o
banco de germoplasma ¢ inicialmente selecionado de progénies de polinizagdo aberta.

A partir dessa populagdo selecionada, que ¢ a mesma para a recombinagdo, ¢

possivel fazer cruzamentos controlados entre apenas alguns progenitores selecionados,
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seguido por testes de progénie (CLEMNET, 2001; DE RESENDE et al., 2005). Essa
metodologia € mais trabalhosa comparada a selecdo massal, mas, permite um avango mais
rapido (SIMMONDS, 1979). Segundo Cruz et al. (2012) e De Resende et al. (2005) esta
¢ a forma mais eficiente de explorar a variancia genética aditiva presente na populagao
base que originou o programa de melhoramento. Devido ao pequeno numero de pais que
sdo usados em cada ciclo, porém, um rapido estreitamento da base genética da populagao
melhorada ¢ inevitdvel. Portanto ¢ importante adicionar um novo germoplasma a cada
ciclo de selecdo, o qual também aumenta a variancia genética aditiva disponivel.

Em sacha-inchi, uma espécie perene aldgama, a sele¢do entre progénies também
¢ uma estratégia que vem sendo aplicada no Brasil (VALENTE et al., 2017a, 2017b).
Valente et al. (2017b) demonstraram que a herdabilidade ¢ alta tanto nas caracteristicas
de producdo tal como o niimero total de frutos, nimero total de sementes, peso total de
frutos ((h? = 0,72) como nas caracteristicas de biometria do fruto tal como peso médio de
semente, peso médio de fruto, tamanho de sementes e nimero de sementes mostram alta
herdabilidade (h? = 78-97%) (VALENTE et al., 2017b, 2017¢). Estes resultados indicam
que € provavel obter altos ganhos genéticos na produ¢ao e outras caracteristicas do fruto.

Valente et al. (2017¢) determinaram que a selecdo de progé€nies mais produtivas
de sacha-inchi ¢ obtida com um minimo de cinco meses de colheitas, atingindo uma
acuracia de 90%. Embora nao seja especificado o momento da contagem das colheitas,
considerando que sacha-inchi inicia a produ¢do em aproximadamente seis meses apos o
plantio e apresenta dois picos de producdo de frutos durante um ano, ¢ provavel que a
selecdo poderia ser realizada no primeiro ano de plantio, devido a espécie iniciar a
primeira colheita apos seis meses de plantio (VALENTE et al., 2017b).

Sacha-inchi ¢ muito varidvel morfologicamente, tanto em bancos de
germoplasmas como em toda sua distribuicao natural, principalmente para a caracteristica
do fruto (VALENTE et al., 2017b). Variaveis biométricos do fruto sdo promissorios para
caracterizar acessos de sacha-nchi. Estudos indicam que acessos de sacha-inchi
procedentes do estado de Amazonas no Brasil variam significativamente em nimero de
sementes por fruto (média + desvio padrdo; 3,86 + 0,14) peso de fruto (3,42 = 0,21 g),
peso de semente (0,95 + 0,15 g), comprimento (17,63 + 1,44 mm), largura (15,18 + 0,71
mm) ¢ altura de semente (10,15 £ 0,86 mm), e teor de 6leo na semente (30 + 8%)
(VALENTE et al., 2017b). No entanto, ainda falta determinar como as caracteristicas do
fruto afetam os ganhos genéticos na produgcdo de semente, que certamente esta

relacionada com a producado de 6leo, caracteristica de importancia economica.
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3.8 Analise de dados multivariada

A analise de dados multivariada mostra ser uma alternativa eficiente para explorar
a variabilidade das populagdes de sacha-inchi. O método pode identificar grupos diversos
explorando em conjuntos as variaveis preditoras ou independentes. Uma vez identificado
os grupos ou padrdes possiveis cruzamentos ou formagdo de bancos de germoplasma
apenas com material promissério podem ser recomendados. Depois, a avaliagdo da
variabilidade fenotipica da populagdo selecionada pode ser complementada com a
caracterizacdo molecular (CRUZ et al., 2012; FRANCO, 2003).

Os dados multivariados sdo muito parecidos com os univariados. Estes consistem
de uma ou mais variaveis independentes (preditoras) e duas ou mais variaveis
dependentes (respostas). Dados multivariados podem ser quantitativos ou qualitativos
(FRANCO, 2003; GOTELLI e¢ ELLISON, 2016). Neste estudo, estara focada em
variaveis quantitativas.

A partir de varios métodos multivariados de natureza quantitativa pode-se estimar
a diferenca entre observagdes individuais, amostrais, grupos de tratamentos ou
populacdes. Estas diferencas com frequéncia sdo expressas como distancias entre
observagdes no espago multivariado (GOTELLI e ELLISON, 2016).

A distancia euclidiana ¢ a medida mais utilizada (obtida aplicando o teorema de
Pitdgoras); embora, ele nem sempre ¢ a mais recomendavel para calcular a distancia entre
os objetos multivariados. Em geral, as distancias euclidianas, de Manhattan, de Corda, e
Bray-Curtis sdo usadas principalmente para dados numéricos continuos, sendo
considerados exemplos de distdncias métricas (GOTELLI e ELLISON, 2016; CRUZ et
al., 2012).

Os métodos multivariados podem ser divididos em dois grandes grupos. O
primeiro grupo ¢ denominado de ordenacdo e sdo usados para ordenar dados
multivariados. O segundo grupo ¢ chamado de classificacdo, que ¢ o processo do qual
agrupamos os objetos. Enquanto o objetivo da ordenagdo ¢ separar as amostras ao longo
de gradientes ambientais ou biologicos (eixos), o objetivo da classificagdo é agrupar
objetos similares em classes identificaveis e interpretaveis que podem ser distinguidas
das classes vizinhas (GOTELLI e ELLISON, 2016).

A ordenacgio cria novas variaveis, chamadas de eixos principais, onde as amostras

recebem escores. Esta técnica ¢ uma técnica de reducdo de dados, ja que comega com um
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conjunto de n varidveis, gera um nimero de menor variaveis que, ainda assim, consegue
captar a variacdo importante nos dados. A ordenac¢do pode ser usada para discriminar ou
separar amostras ao longo de eixos ou as novas varidveis (CRUZ et al., 2012; FRANCO,
2003; GOTELLI e ELLISON, 2016).

A Andlise de Componentes principais (PCA) ¢ a maneira mais simples para
ordenar os dados. Usamos PCA para criar algumas poucas varidveis importantes,
chamadas de componentes principais (onde as varidveis originais estdo agrupadas), que
caracterizam o maximo possivel a variagdo em um conjunto de dados multivariados. A
caracteristica mais importante da PCA ¢ que as novas varidveis nao sdo correlacionadas
umas as outras. Portanto, essas varidveis ndo correlacionadas podem ser usadas na
regressao multipla ou na ANOVA, por ndo apresentarem colinearidade. Nesse sentido, ¢
possivel usar os métodos dos componentes principais como uma varidvel univariada
simples e usar ANOV A para testar diferencas entre grupos de tratamentos ou populacdes
de amostras (GOTELLI e ELLISON, 2016). A PCA ¢ eficiente na medida em que existem
fortes intercorrelacdes nos dados originais. Se no comeco todas as varidveis nao sdo
correlacionadas, ou poucas variaveis correlacionas, ndo ganhamos nada com a PCA,
devido que ndo podemos capturar a variagdo em umas poucas variaveis novas (FIELD,
2013; GOTELLI e ELLISON, 2016).

Depois de extrair os componentes principais, € possivel calcular a propor¢ao que
as varidveis estdo relacionadas a esses componentes (calculo das cargas das variaveis em
cada componente). Aqui, ¢ observado que a maioria das variaveis tem cargas altas no
componente mais importante e cargas baixas nos demais componentes. Essa caracteristica
torna a interpretagdo dificil. Desta limitagdo, a técnica de Rotacao de Fatores ¢ usada para
distingdo entres fatores ou componentes, tanto na analise fatorial como na analise de
componentes principais, respectivamente. Assim, o objetivo das rotagdes fatoriais ¢é
encontrar uma solugdo interpretdvel, onde cada varidvel apresente carga elevada em
poucos fatores ou apenas um (DAMASIO, 2012; FIELD, 2013).

As rotagdes fatoriais podem ser de dois tipos: ortogonais ou obliquas. As rotagdes
ortogonais pressupdem que os componentes principais extraidos sejam independentes em
si, enquanto a rotacdo obliqua permite que o0s componentes principais sejam
correlacionados entre si. Por conseguinte, se os componentes ndo forem correlacionados,
os resultados obtidos com a rotagdo obliqua serdo semelhantes a rotagdo ortogonal
(DAMASIO, 2012). Portanto, em nosso estudo, assumimos o método de rotacdo obliqua

para obter uma melhor interpreta¢do das cargas dos componentes principais.
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A analise de agrupamentos ¢ a andlise ¢ a técnica mais usada do método de anélise
de classificagdo: a analise de agrupamentos usa “m’ observagdes, das quais cada uma esta
associada com “n” varidveis numéricas continuas e separara as observacdes em grupos.
O agrupamento inicia com vdrias observagdes separadas e os vai reunindo em
agrupamentos sucessivamente maiores até formar um conglomerado Unico.

Os métodos de agrupamento usam uma matriz quadrada m x m de distidncias na
qual os valores sdo as distdncias morfoldgicas par-a-par medidas para cada par de
genodtipos em nosso estudo, sendo as distancias euclidianas as mais simples de usar
(CRUZ et al. 2012). Gotelli e Ellison (2016) indicam que as posi¢des dos métodos dos
componentes principais gerados da PCA tém a mesma distancia euclidiana entre si que
os dados originais no espaco multivariado. Essa propriedade ¢ mantida apenas quando as
distancias euclidianas sdo calculadas usando todos os componentes principais, mas, iSso
ndo acontece se ¢ usado algum dos primeiros componentes para calcular a distdncia
euclidiana. Embora existam essas diferengas entre as distancias euclidianas dos dados
originais e dos primeiros componentes principais, os padrdes entre as amostras
(gendtipos) sdo mantidas (CRUZ et al., 2012). Por tanto, ¢ possivel utilizar a matriz de
distancias euclidianas obtidas a partir dos escores dos componentes principais extraidos.

Cardinal-Mcteague et al. (2019) verificaram em Plukenetia carolis-vegae,
Plukenetia huayllabamban, e Plukenetia volubilis que o comprimento do estilete do
pistilo das espécies, coincidem inversamente com o tamanho de sementes ou, certamente,
o tamanho de frutos (CARDINAL-MCTEAGUE et al., 2019; RODRIGUEZ et al., 2010).
Estas varidveis morfologicas tém potencial para explorar a diversidade genética dos

gendtipos, junto com as varidveis de producdo ou biometria de sementes.

3.9 Viabilidade de pdlen em sacha-inchi

Estudos de viabilidade in vitro e colorimétrico nao sdo relatados em sacha-inchi,
exigindo assim pesquisas. A viabilidade do pdlen pode ser estimada por métodos indiretos
baseados em coloracdo citolégica ou germinacao in vitro. O método in vitro ¢ bastante
usado nos estudos por ser um método mais eficiente, rapido e facil de observar
(BREWBAKER ¢ KWACK, 1963). Cabe mencionar, que o método do corante
superestima a porcentagem de germinacao do polen (EINHARDT et al., 2006; VARGAS
et al., 2009).
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Brewbaker e Kwack (1963) indicam que o ion calcio ¢ indispensavel na
germinagdo in vitro do polen de varias espécies de plantas com flores (86 espécies,
incluindo 79 géneros representando 39 familias). Os pesquisadores indicam que embora
o célcio ndo pode ser omitido de nenhum meio sem prejudicar a germinagao, € provavel
que outros ions necessitam estar presentes juntos ou separados tais como o K, Mg, B ou
Na, para melhorar a germinagao. Contudo, em Jatropha curcas € possivel obter entre 81%
de germinagdo in vitro, quando usado o meio de cultura recomendado por Brewbaker e
Kwack (1963) (DINESH, 2018).

Se a germinagao in vitro apresenta dificuldade para estimar a viabilidade de graos
de polen, ¢ possivel estimar a viabilidade através de métodos colorimétricos, tal como
acontece em espécies selvagens ou cultivadas de Manihot esculenta (MBAHE et al.,
1991; VIERA et al., 2012). Contudo, esta hipdtese ainda nio foi confirmada em sacha-
inchi.

A viabilidade do pdlen ¢ importante no melhoramento de plantas, porque permite
o sucesso na hibrida¢ao controlada. Em geral, em algumas espécies cultivadas tais como
o maracuja (COSTA et al., 2009) e o acai (Euterpe precatoria Mart.), o polen colhido de
flores em adequado estado de desenvolvimento (da antese) e sob efeito do ion calcio
germinam muito bem, o qual certamente pressupde que teste de viabilidade ndo sdo
necessarios (COSTA et al., 2009; TAVARES, 2020). Contudo, em certas ocasides, 0
pélen ¢ colhido em outras regides ou até em intercdmbios com outros paises, sendo
necessario o armazenamento do pdlen para seu transporte. Neste caso, ¢ recomendavel

testar a viabilidade do mesmo antes de ser usado.
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CAPITULO I - SELECAO DE PROGENIES PARA PRODUCAO DE SEMENTE
EM SACHA-INCHI

Resumo

Os programas de melhoramento de sacha-inchi (Plukenetia volubilis L), geralmente visam
selecionar individuos com maior rendimento de sementes, uma vez que existe uma forte
correlagdo entre rendimento de sementes e produgdo de 6leo. Contudo, a remogdo manual da
casca da semente para a avaliacdo dessa caracteristica € trabalhosa e onera os programas de
melhoramento. Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi estimar parametros genéticos e
estimar ganhos de selecdo direta e indireta para caracteres de produgdo de sementes em 12
progénies de polinizagdo aberta. Parametros genéticos e ganhos de selecdo direta e indireta foram
estimados para os caracteres de produgdo de sementes, em doze progénies de polinizagdo aberta
de sacha-inchi. Fortes correlagdes genéticas foram observadas entre niumero de frutos, frutos
colhidos e produgao de sementes por planta (r> 0,96), e todas as trés caracteristicas demonstraram
alta herdabilidade (h2> 0,81). Portanto, plantas com alto niimero de frutos colhidos e producéo
de frutos (por exemplo, acessos Cuzco, Dos de Mayo, Shanao, Aucaloma ¢ AM-07) podem ser
usadas para selecionar indiretamente as caracteristicas genéticas de maior rendimento de
sementes (GS% = 23%). Futuros programas de melhoramento de sacha-inchi podem selecionar
progénies com alto nimero de frutos colhidos e producdo de frutos para facilitar a selegdo de

progénies com alto rendimento de sementes por planta.

Palavras-chave: Correlagdo genética, Correlacdo fenotipica, Herdabilidade, Parametros

genéticos, Resposta a selecao.
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Abstract

Breeding programs for the improvement of sacha-inchi, Plukenetia volubilis L, generally
aim to select individuals with greater seed yield since there is a strong correlation between
seed yield and oil production. However, the manual removal of seed husks for evaluating
this trait is laborious and costly, thereby discouraging breeding efforts. Accordingly, the
objective of the present study was estimated genetic parameters and both direct and
indirect selection gains were estimated for seed yield traits in 12 open-pollinated
progenies. Strong genetic correlations were observed between number of fruits, fruits
yiled and seeds yield per plant (r > 0.96), and all three traits demonstrated high heritability
(h?> 0.81). Therefore, plants with high numbers of fruits and fruits yield (e.g., accessions
Cuzco, Dos de Mayo, Shanao, Aucaloma, and AM-07) can be used to indirectly select
the genetic traits of higher seed yields (GS% = 23%). Future sacha-inchi improvement
programs can select progenies with high numbers of fruits and fruits yield to facilitate the

selection of progenies with high seeds yield per plant.

Keywords:

Genetic correlation, Phenotypic correlation, Heritability, Genetic parameter, Plukenetia

volubilis, Selection response.
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INTRODUCAO

A promogao do cultivo de sacha-inchi no Peru, desde inicio da década de 2000,
vem sendo realizada em 4reas que coincidem com resultados de pesquisas de diversidade
genética de populacdes in situ. Tais estudos tem revelado que a diversidade dentro ¢ maior
que entre as populagdes nas diferentes regidoes (RODRIGUEZ et al., 2010; VASEK et al.,
2017). Embora exista variabilidade genética, o desenvolvimento do cultivo de sacha-inchi
estd ocorrendo sem que instituicdes publicas ou empresas tenham desenvolvido
variedades melhoradas da espécie para as diversas regides produtoras e os produtores
adquirem semente através de troca ou nos mercados locais (DEL CASTILLO et al.,
2019). A dinamica do autofornecimento de semente pode colaborar para a redugdo da
diversidade entre cultivos das comunidades de pequenos produtores em grandes areas
geograficas (VASEK et al., 2017). No entanto, ¢ possivel encontrar populacdes mais
divergentes quanto menos acessiveis sejam estas dos principais centros de comércio.

Estudos de diversidade genética com marcadores moleculares do tipo AFLP
indicam que existe diferenca significativa entre a populag@o originada da comunidade de
Dos de Mayo (San Martin, Peru) com populagdes de comunidades localizadas em um raio
de 70 Km na mesma regido (RODRIGUEZ et al., 2010; VASEK et al., 2017) e que seria
possivel fazer selecdo massal nos cultivos. Os produtores normalmente selecionam
sementes de maior tamanho para estabelecer seus plantios, com intuito de incrementar a
producdo. Como a espécie ¢ alogama (VALENTE et al., 2017a) e a sele¢do ¢ praticada
apos a produgdo dos frutos, esta incide apenas sobre os genitores femininos, com
contribuicdo de toda a populagdo como genitores masculinos, por isso os ganhos
genéticos com este tipo de selecdo s@o menores ao se comparar com os obtidos em
cruzamentos controlados.

Estudos sobre a base genética dos componentes da produgdo de sementes em
sacha-inchi e das correlagdes entre eles podem contribuir para defini¢ao de estratégias de
selecdo que proporcionem maior ganho genético e para disponibilizar aos agricultores em
menor tempo cultivares com produtividade superior aos plantios atuais.

Devido ao potencial de producdo e uso nutracéutico das sementes, bem como, a
capacidade adaptativa da planta a diferentes ambientes, a espécie tem se tornado relevante
para a agricultura. Embora ja existam para a espécie estudos botanicos, morfoldgicos,
genéticos, agrondmicos € na area de tecnologia de alimentos, entre outros (KODAHL,

2020), ainda existem muitas lacunas no sistema de producao da espécie, comecando pela
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auséncia de cultivares. Apesar do longo tempo de uso e cultivo, sacha-inchi ainda ¢
considerada uma espécie ndo completamente domesticada e a caracterizagdo de seu
germoplasma ¢ recente.

O produto de maior importancia comercial da sacha-inchi ¢ o 6leo extraido das
sementes, por isso, a produtividade das sementes ¢ uma variavel importante na sele¢do de
cultivares (YANG et al., 2014). Para avalia¢do da produgdo de sementes ¢ necessario que
estas sejam extraidas manualmente apds a colheita dos frutos, um processo dispendioso
para a avaliacdo de grande nimero de genétipos. Valente et al. (2017b) demonstraram
que a selecdo simultanea sobre o rendimento em niimero de frutos, peso de fruto e numero
de semente por planta indica ganhos genéticos similares em sacha-inchi, no entanto, sdo
desconhecidos como estes estdo correlacionadas com os ganhos de sele¢cdo na produgao
de semente.

A producdo de determinado componente da planta geralmente apresenta
correlagcdes com outros componentes, com magnitude e sentidos variados. Estudos sobre
as correlagdes entre caracteristicas das plantas nas populacdes de sele¢do sdo de interesse
para o melhoramento, principalmente pela possibilidade de obter ganhos de selecdo de
forma indireta. A selecdo indireta se justifica quando a caracteristica de interesse principal
tem alto custo ou complexidade de avaliacdo e apresenta forte correlagdo com outra
caracteristica, que apresenta menor custo ou complexidade de avaliagdo (CRUZ et al.,
2012; FALCONER, 1960). A escolha pela sele¢do indireta deve considerar os ganhos
estimados comparados com a selecdo direta, o que depende da magnitude da correlagdo
entre as caracteristicas e da herdabilidade de cada uma.

Além dos ganhos genéticos obtidos no ciclo de seleg@o que esta sendo praticado,
¢ importante que seja mantida variabilidade genética na populacdo de melhoramento para
que ganhos genéticos possam ser alcangados com sucessivos ciclos de sele¢do, para isso
deve ser escolhida uma intensidade de selecdo adequada (CORNELIUS et al., 2006). Por
meio da selecdo massal pode selecionar os individuos que irdo formar a proxima geragao.
Essa estratégia de selecdo, embora com ganhos genéticos menores, pode gerar
rapidamente uma nova cultivar. O método ¢ recomendado para espécies com programa
de melhoramento no em fase inicial (VAN LEEUWEN et al., 2005).

O objetivo deste estudo foi estimar os pardmetros genéticos e estimar ganhos de
selecdo para caracteres de producdo de sementes em progénies de polinizagdo aberta de

sacha-inchi que sdo vendidas em feiras livres, em Benjamin Constant — AM, Brasil.
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MATERIAL E METODOS

Descricio da area de estudo

O experimento foi instalado no Campo Experimental da Sede da Embrapa
Amazonia Ocidental (2° 53 29,1417 S e 9° 58 39.9” O), na cidade de Manaus,
Amazonas, Brasil. O solo da area ¢é classificado como Latossolo Amarelo distrofico no
Sistema Brasileiro de Classificagdo do Solos (MOREIRA e FAGERIA, 2008). A regido
tem clima equatorial imido, com curta esta¢do seca (julho-setembro com precipitagdo
mensal de 50-100 mm), e um més de transi¢ao seca-umida (outubro). A estacao imida se
estende de novembro a junho (precipitacdo mensal de 200-300 mm). A temperatura média

anual ¢ 27 °C (FISCH et al., 1999).

Desenho experimental

O experimento foi conduzido em delineamento de blocos casualizados, com doze
progénies de meios-irmaos, trés repeticdes e quatro plantas por parcela. As progénies
avaliadas foram obtidas a partir de frutos de polinizacdo aberta, oito adquiridas a partir
de feiras livres em Benjamin Constant — AM, Brasil, nominadas pelo vendedor por: Dos
de Mayo, Shanao, Sdo Pedro, Cuzco, Aucaloma, Ponto Renato, Jodo Guerra, Novo
Horizonte, e quatro do banco ativo de germoplasma de sacha-inchi da Embrapa Amazdnia

Ocidental (AM-07, AM-13, AM-17 e AM-21) (Tabela 1).
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Tabela 1. Descricao de origem dos acessos de Plukenetia volubilis caracterizados em
Manaus (Brasil), em setembro de 2018, localizagdo de origem e conteido de DNA

Contetido de DNA pg ®
Coordenadas C .
Acessos . Localizagdo de origem
geograficas 1C (pg) Tamanho do
P& genoma (Mb)
Novo 4°23'0,01" S Benjamin Constant, Amazonas,
Horizonte 70°1'53,1"O Brasil 141 1378,98
4°23'0,01" S Benjamin Constant, Amazonas,
Cuzco 70°1'53.1" O Brasil 1,26 1233,28
Aucaloma 4°23'0,01" S Benjamin Constant, Amazonas,
ueato 70°1'53,1" O Brasil - )
Sdo Pedro 4°23'0,01" S Benjamin Constant, Amazonas, ) i
70°1'53,1"O Brasil
Shanao 4°23'0,01" S Benjamin Constant, Amazonas, )
70°1'53,1"O Brasil )
Ponto 4°23'0,01" S Benjamin Constant, Amazonas,
Renato 70°1'53,1"O Brasil ) )
Dos de 4°23'0,01" S Benjamin Constant, Amazonas,
Mayo 70°1'53.1" O Brasil 1,25 1222,5
Jodo Guerra 4°23'0,01" S Benjamin Constant, Amazonas,
70°1'53,1"O Brasil ) )
2°53°29,1417 S 9° 58’ .
AM-7 39970 Manaus, Brasil - -
2°53°29,1417 S 9° 58’ .
AM-17 399" 0 Manaus, Brasil - -
2°53729,1417 S 9° 58’ .
AM-13 399" 0 Manaus, Brasil - -
2°53°29,1417 S 9° 58’ .
AM-21 399" 0 Manaus, Brasil - -

2 Contetldo de DNA em picogramas obtido por Citometria de fluxo comparada a planta
padrdo Pisum sativum L (contetido de DNA: 9,09 pg; CV:1,34). Foi utilizado o Citdmetro
de Fluxo Facscalibur 4 cores da Becton Dickinson. Os histogramas foram obtidos com o
software CellQuest e analisados no software WinMDI 2.8. ¢ Coeficiente de variagdo.

Producio de mudas e plantio

A semeadura das progénies de sacha-inchi foi realizada em agosto de 2018, e as
plantulas, ap6s quatorze dias, foram transplantadas para sacos plasticos de 2 L. A
profundidade do substrato para desenvolvimento das raizes foi de 30 cm de solo, do tipo
Latossolo Amarelo. O plantio no campo foi realizado quando as mudas apresentavam
dois pares de folhas e aproximadamente 20 cm de altura apds quinze dias do transplante.

Antes do plantio, o solo foi corrigido com calcario dolomitico 2 t ha -!. Na adubagdo de
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cobertura foram utilizadas 35 g de ureia, 35 g de superfosfato triplo, 23 g de cloreto de
potéssio e 1 L de esterco de galinha poedeira por planta, em dezembro de 2018, marco de
2019 e junho 2019.

A condugao das plantas foi realizada no sistema de espaldeira utilizando postes de
concreto a cada 6 m de distancia na linha e arames fixados horizontalmente a 1.0 e 1.5 m
de altura do solo. Para a conducao do caule, as plantas foram amarradas nos arames com
fitilho de algoddo. O espagamento utilizado foi de 3 m entre linha e 2 m entre plantas. O
plantio foi irrigado por gotejamento (1 L de 4gua planta! dia!), sendo realizado a cada
dois dias na estagdo chuvosa (nov. — mai.) quando nao houvesse precipitacdo durante este

intervalo, e diariamente na estagdo seca (jul. - sep.).

Coleta de dados

A colheita de frutos iniciou no més de marco de 2019, aproximadamente 212 dias
apos o plantio, e foi realizada semanalmente até agosto de 2019, totalizando seis meses
consecutivos de producdo. Os frutos com cor marrom escuro, no estagio de maxima
maturidade antes da deiscéncia dos frutos, foram colhidos a mio e secados na sombra a
temperatura ambiente por 7 dias, depois secados em sala climatizada a 18 °C por 30 dias.
Na avaliacdo das progénies foram consideradas as seguintes caracteristicas: numero de
frutos por planta; produgdo de frutos por planta, em g.planta’!; nimero de sementes por
planta; produgdo de sementes por planta, em g.planta™'; peso médio de fruto, em gramas;
niamero de semente por fruto; peso médio de sementes, em gramas; e relacdo entre a
producdo de sementes e a producdo de frutos. Também foi avaliado o inicio da primeira

colheita, em dia (IC).

Analise de dados

Para andlise foi usado a soma de seis meses de colheitas. Os componentes da
variancia e parametros genéticos foram estimados para cada caracteristica de acordo com
Cruz et al. (2012) nas andlises de dados usado no Software Genes (CRUZ, 2013).

A analise de variancia (ANOVA) foi realizada segundo o modelo estatistico:
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Onde: Y;j= observagdo na enésima progénie (i) do enesimo bloco (j); u= média
geral; G;= Efeito aleatério da enésima progénie; B;= efeito aleatdrio do enésimo bloco;
e;= efeito aleatdrio do erro experimental.

A herdabilidade no sentido restrito foi estimada por h?= 6%,/c?, sendo a estimativa
o’rcalculada com base na média de familias. O coeficiente de variagdo genética entre as
progénies (CVg), o coeficiente de variagdo ambiental (CVe) e o coeficiente de variagao
relativa (CVr) foram calculados por CVg = 100(c%)"?/X, CVe = 100(c%)"?/ X ¢ CVr =
CVg/CVe, respectivamente, onde X ¢ a média geral.

Baseado no resultado da ANOVA, a correlagdo genética e fenotipica foram
estimadas como segue: correlacdo fenotipica: rp = op(x,y)/(Otx Ofy); correlacdo genética: rg
= Og(xy)/(Ogx Ogy); sendO Gg(xy) = (Op(.y)-Oe(xy))/T (bl0COS), Ggx = (Op(x)=Ce(x))/T, Ogy = (Op(y)-
Oe(y))/t. Adicionalmente, foi realizada anélise de trilhas (CRUZ et al., 2014) para descobrir
os efeitos diretos e indiretos entres os caracteres que apresentaram correlagdo com o peso
total de sementes.

A selegdo direta e indireta consistiu em usar o diferencial de selegdo e a
herdabilidade. O ganho esperado pela selecdo direta no caracter X foi estimado como
segue: GSx = (Xs-Xo) h%= DS.h%, em que X; é a média das progénies selecionadas para
o carater X; X, ¢ a média da populagdo original; DS ¢ o diferencial de seleg¢do praticado
na populagdo; e h% é a herdabilidade do carater X. A estimativa para o ganho indireto no
carater X, pela sele¢do no carater Y, é dada por GS = DSxy).h%, em que DSxy) é 0
diferencial de selecdo indireto obtido em X a partir da média das progénies selecionadas
pela superioridade em Y, sobre o qual se pratica a sele¢do direta.

A estimativa para ganho de selegdo percentual: GS% = GS.100/X,, onde X, ¢ a
média da populagdo inicial. Na selecdo foi usado uma intensidade de selecdo de 25%,

33% e 42%.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando a classificacdo dos coeficientes de variacdo experimental (CVe)
proposta por Pimental-Gomes (2009), para variaveis avaliadas a campo, a maioria dos
valores foram considerados baixos ou médios, indicando alta e boa precisdo experimental,
respectivamente, as excegdes foram para nimero de frutos, producao de frutos e producao
de sementes por planta, sendo observados altos CVe e baixa precisdo experimental
(Tabela 2). Nao existe classificagdo de valores de CVe especificos para as variaveis de
sacha-inchi analisadas, no entanto, quando comparadas as obtidas por Valente et al.
(2017b) com mesma espécie, estes encontraram valores de 58% e 63% para numero de
frutos e produgdo de frutos por planta, respectivamente. Tais valores sdo maiores do que

aqueles encontrados neste estudo.

Tabela 2. Resumo da andlise de varidncia - ANOVA e pardmetros genéticos para as caracteristicas
de producdo e qualidade do fruto em doze progénies de Plukenetia volubilis.

Quadrado Médio
Ne Produgdo Produgdo Peso Peso Inicio
Fontes de a N N° de iy N° médio Sementes/
o~ gl* frutos  de frutos médio da
Variagdo sementes  sementes Sementes/ de Frutos .
por por planta de frutos colheit
por planta  por planta fruto semente (gr/gr) .
planta  (g) (2) a (dia)
(g) s (g)
Valores de quadrados médios
Blocos 2 64650 2878281 957099 978517 0.360 0,001 0,002 0,003 1220
Progénies 11 5592 * 163740* 78157* 67321 * 1.246 * 0,035 * 0,014 * 0,004 * 1105 ™
Residuo 22 820 29220 11380 11984 0.177 0,011 0,002 0,00 520
Meédia 132 905 509 510 7,13 3,87 1,01 0,55 212
Cve (%) ° 22 19 21 22 6 3 5 4 11
Parametros genéticos
o’g® 1591 44840 22259 18443 0,357 0,008 0,004 0,001 198
o2 f4 1864 54580 26052 22440 0,415 0,012 0,005 0,001 371
h? (%) © 85 82 85 82 86 67 83 90 53
Cvg (%) * 30 23 29 27 8 2 6 6 7
Cvg/Cve 1,39 1,24 1,4 1,24 1,42 0,85 1,27 1,71 0,62

4 ol: grau de liberdade; ® Cve (%):coeficiente de variagdo residual; © 6*g: variancia genotipica; ¢ 62 f: variancia fenotipica;
¢ h% herdabilidade no sentido amplio;’ Cvg (%): coeficiente de variagdo genotipica. ** Significativo ao 5% de
probabilidade pelo teste F. ™ ndo significativo pelo teste F.

O efeito de progénies foi significativo na andlise de varidncia em todas as
variaveis estudadas, exceto para o inicio da colheita, isso indica que existe variabilidade

genética entre as progénies, portanto, que ha possibilidade de ganhos com selecao (Tabela
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2). A Figura 2 apresenta variabilidade em tamanho de frutos e sementes nos doze acessos

das progénies estudadas.
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Figura 2. Tamanho de frutos e sementes em doze acessos de Plukenetia volubilis. A.

Shanao, B. Novo Horizonte, C. Aucaloma, D. Ponto Renato, E. Cuzco, F. Dos de Mayo,
G. Jodo Guerra, H. Sdo Pedro, I. AM-13, J. AM-07, K. AM-17, L. AM-21.

Em geral, o inicio da colheita foi ap6s 212 dias do plantio, aproximadamente 7
meses (Tabela 2). Resultados diferentes obteve Valente et al. (2017b), quando estudaram
a produgdo de frutos de sacha-inchi na Amazonia brasileira, iniciando apds 6 meses do
plantio.

A herdabilidade variou entre 82 e 85% para as caracteristicas de producao, tais
como o numero total de frutos, peso total de frutos, nimero total de semente e peso total
de sementes (Tabela 2). Os resultados diferem de Valente et al. (2017b), os quais
obtiveram entre 34% e 36% de herdabilidade, quando avaliaram a producdo total de
nimero e peso de frutos e nlimero e peso de sementes em progénies de P. volubilis. As
diferengas de valores de herdabilidade encontrados no estudo com aqueles reportados por
Valente et al. (2017b) podem ser explicadas pela utilizagdo de populagdes com diferentes
bases genéticas (CRUZ et al., 2012).

Os altos valores obtidos para as estimativas de herdabilidade e para a relagao
CVg/Cve, maior que a unidade, indicaram condi¢des favoraveis para ganhos genéticos

com a selecdo de progénies (Tabela 2) e o uso do método de selecdo massal em nivel de
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progénie, visando maiores ganhos nas caracteristicas de produc¢do de fruto (FALCONER,
1960).

Valores altos (r > 0,97), positivos e significativos foram obtidos para estimativas
de correlagdes genéticas entre a producdo de sementes, nimero de frutos, nimero de
sementes e producdo de frutos por planta, o que indica que a resposta correlacionada
também sera alta entre essas caracteristicas (Tabela 3). Valente et al. (2017b) também
encontraram altas correlagdes positivas e significativas entre o niimero e peso total de
frutos em sacha-inchi. Para Jatropha curcas L., espécie da mesma familia, também foi
observada alta correlag@o entre o peso de sementes com as outras caracteristicas (r = 0,99;

FREITAS et al., 2015).

Tabela 3. Correlacdo genotipica (diagonal superior) e fenotipica (diagonal inferior) para as

caracteristicas de producdo e qualidade do fruto em doze progénies de Plukenetia volubilis.

Produgiio Producgao Peso Inici
N° frutos  de frutos N de Peso  N° médio de Sementes o da
or planta  por planta sementes sementes médio de Sementes/ sementes /Frutos  colhe
porp porp por planta por frutos (g) fruto (gr/gr) ita
(®) planta (g) (2) (dia)
;azzu’s por 0,97 *% 0,99 **  097%F _075% 022 024 073% 0,19
Prod. de
frutos por 0,96 ** 0,97 ** 0,99 %%  .0,54 20,22 0,02  0,68*% -033
planta
yorsgglr‘fges 0,99 ** 0,96 ** 0,97 ** -0,73*%  .0,16 025  0,73%  -0,18
Prod. de
sementes por 0,97 ** 0,98 ** 0,97 ** -0,64 * -0,28 0,00 0,81 ** -0,32
planta
gzsf‘;u I?OZdIO 20,70 * -0,49 S0,68% 0,57 * 0,25 0,54  -0,73* -0,11
yorsfiu“tfmes -0,19 0,16 0,12 -0,19 0,26 0,37 030 0,08
gzss‘;;n:il:s 0,23 0,03 0,24 0,00 0,59 * 20,22 0,10 -0,44
Efufsgtes POT g 67 % 0,61 * 0,67*  0,73% -068*  -0,14 0,11 0,22
f(l)ll‘}’::itia 0,12 0,2 0,12 -0,19 -0,01 0,01 021 021

** * Significativo pelo teste-t ao 1% e 5% de probabilidade, respectivamente. * Ic — inicio da colheita.

Os produtores comercializam as sementes por peso no Peru (DEL CASTILLO et
al., 2019), assim, o objetivo do melhoramento genético deve ser selecionar plantas com
maior producdo de sementes. Para obter a producdo de sementes ¢ necessario a extragao
manual das sementes dos frutos, o que ¢ extremamente oneroso em mao de obra, por isso,
se outros componentes de producdo de mais facil avaliagdo apresentam alta correlagdo

com esta caracteristica, estes podem ser uteis na selecdo indireta. Os resultados
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encontrados mostraram que as caracteristicas niimero de frutos e produgdo de frutos,
apresentaram altas estimativas de herdabilidade e alta correlagdo genética com a producdo
de sementes (Tabelas 2 ¢ 3).

Produtores do Peru selecionam plantas pelo tamanho das sementes produzidas
(KODAHL, 2020), porque quanto maior o tamanho, espera-se que maior serd o peso
médio das sementes. Entretanto, ndo houve correlagio significativa entre o peso médio
de sementes com o peso total das sementes por planta (Tabela 3), o que indica que a
selecdo praticada pelos agricultores, se fosse nessa populagdo de trabalho, ndo resultaria
em ganhos de produtividade.

Visando explorar os efeitos direto e indiretos dos caracteres que apresentaram
unicamente correlagdo significativa com a producao de sementes, tais como o numero de
frutos por planta e produ¢do de sementes por planta, nimero sementes por planta e peso
médio de frutos, foi realizado analise de trilha (CRUZ et al., 2012; LI, 1975) (Tabela 4).
Assim, a producao de frutos registrou alto e positivo efeito direto sobre a produgdo de
sementes (0,725) (Tabela 4), o qual significa que a resposta correlacionada através da
selecdo indireta sera eficiente. Umamaheswari et al. (2009) também reportaram que o
peso total de frutos de Jatropnha curcas L. ¢ uma varidvel importante para a sele¢ao
indireta de plantas com maior rendimento de sementes e dleo, baseado sobre analise de

trilhas.
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Tabela 4. Estimativa dos efeitos diretos e indiretos do numero total e peso total
de frutos, nimero total de sementes e peso médio de frutos sobre o peso total de
sementes em nivel fenotipico de Plukenetia volubilis.

Caracteres Coeficientes
padronizados

Numero de frutos por planta

Efeito direto sobre a producdo de sementes por 0,046

planta

Efeito indireto via produgdo de frutos por planta 0,711

Efeito indireto via o nimero de sementes por 0,222

planta

Efeito indireto via o peso médio de frutos 0,006

Total (coeficiente de correlagdo) 0,985
Peso de frutos por planta

Efeito direto sobre a producdo de sementes por 0,725

planta

Efeito indireto via produg¢do de frutos por planta 0,045

Efeito indireto via o nimero de sementes por 0,218

planta

Efeito indireto via peso médio de frutos 0,005

Total (coeficiente de correlagdo) 0,994
Numero sementes por planta

Efeito direto sobre a producao de sementes por 0,222

planta

Efeito indireto via produg¢do de frutos por planta 0,046

Efeito indireto via o nimero de sementes por 0,714

planta

Efeito indireto via peso médio de frutos 0,006

Total (coeficiente de correlagdo) 0,988
Peso médio de frutos

Efeito direto sobre a producdo de sementes por -0,011

planta

Efeito indireto via produgdo de frutos por planta -0,025

Efeito indireto via o nimero de sementes por -0,286

planta

Efeito indireto via o niimero total de sementes -0,116

Total (coeficiente de correlagdo) -0,438
Coeficiente de determinagfo 0,995

O ganho de selecdo direta no rendimento em nimero de frutos por planta (25%) e
producgdo de frutos por planta (20%) foi semelhante ao ganho indireto da produgdo de
sementes por planta (23%) (Tabela 5). Por tanto, o programa de melhoramento podera
aumentar a produ¢do de sementes de sacha-inchi por planta em 23% no primeiro ciclo de
selecdo (1 ano) simplesmente via rendimento em ntimero de frutos ou peso de frutos por
planta. Este resultado diverge da recomendagdo de Valente et al. (2017b), que propde
selecionar progénies mais produtivas usando o aumento simultineo nas caracteristicas
nimero total de sementes e niimero e peso total de frutos. Neste caso, os resultados
mostram que a selecdo de progénies mais produtivas para produgdo de sementes pode ser
realizada indiretamente via nimero ou producdo de frutos por planta, como ja

mencionado anteriormente.
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Tabela 5. Ganho de sele¢do direta (GSD%) e indireta (GSI%) para as caracteristicas de
producdo e a qualidade do fruto em doze progénies de Plukenetia volubilis.

Variavel Respostas nas Progénies
selecionada variaveis ° Xo Xs h?2 % GS GS % Selecionadas
N¢ frutos por N¢ frutos 132 171 85 34 25 Dos de Mayo,
planta Prod. de frutos 905 1122 82 179 20  Shanao, Cuzco,
N° sementes 509 654 85 124 24 Aiﬁo(;r;a’
Prod. de sementes 510 653 82 118 23 )
Pesomediode 719 6804 86 0262 -4
frutos
Sementes/Frutos 0,553 0,576 90 0,020 4
Produgéo de frutos N° frutos 132 171 85 34 25 Dos de Mayo,
por planta (g) Prod. de frutos 905 1122 82 179 20 Shanao, Cuzco,
Aucaloma,
N° sementes 509 654 85 124 24 AM-07
Prod. de sementes 510 653 82 118 23
Pesomediode 719 6804 86 0262 -4
frutos
Sementes/Frutos 0,553 0,576 90 0,020 4
N° de sementes por N° frutos 132 171 85 34 25 Dos de Mayo,
planta Prod. de frutos 905 1122 82 179 20 Shanao, Cuzco,
Aucaloma,
N° sementes 509 654 85 124 24 AM-07
Prod. de sementes 510 653 82 118 23
Pesomediode 719 6804 86 0262 -4
frutos
Sementes/Frutos 0,553 0,576 90 0,020 4
Produgao de N° frutos 132 171 85 34 25 Dos de Mayo,
sementes por Prod. de frutos 905 1122 82 179 20 Shanao, Cuzco,
planta (g) Aucaloma,
N° sementes 509 654 85 124 24 AM-07
Prod. de sementes 510 653 82 118 23
Pesomediode 719 604 86 0262 -4
frutos
Sementes/Frutos 0,553 0,576 90 0,020 4
Peso médio de N° frutos 132 102 85 -25 -19
frutos (g) 2 5 1 12 Shanao, Sao
Prod. de frutos 905 77 8 09 Pedro, AM-13,
N° sementes 509 401 85 -92 -18 AM-21 , Ponto
Prod. de sementes 510 415 82 -78 -15 Renato
Pesomédiode 5159 7605 86 0,485 7
frutos
Sementes/Frutos 0,553 0,526 90 -0,025 -4
Sementes/Frutos N° frutos 132 158 85 23 17 Dos de Mayo,
(€/9) 1017 82 92 jo  Cuzco, AM-07,
Prod. de frutos 905 Guerra, Novo
N° sementes 509 607 85 84 16 Horizonte
Prod. de sementes 510 600 82 74 14
Pesofmedlo d 7129 6647 86 0414 -6
rutos
Sementes/Frutos 0,553 0,585 90 0,029 5

Xo: média da populagdo inicial, Xs: média da populagdo selecionada, h?: herdabilidade no sentido amplo, GS:

ganho de selecao.

A selegdo direta para aumentar a produgao de semente ou frutos reduziu os ganhos

indiretos no peso médio de frutos sobre diferentes intensidades de selecdo (Tabela 6),
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concordando com a correlagdo negativa mostrada entre as caracteristicas. Embora o
objetivo seja aumentar a produ¢do de semente em sacha-inchi, a alta intensidade na
selecdo poderia diminuir a variabilidade genética da populacdo melhorada (KODAHL,
2020). Como alternativa, no primeiro ciclo de selecdo, o uso de uma baixa intensidade de
selecdo (7) mostrou ser uma estratégia promissora para incluir genotipos divergentes em
outras caracteristicas (Tabela 6). Com i de 25% (trés progénies) foi selecionada progénies
com frutos significativamente pequenos (Genotipo: média + desvio padrao, Aucaloma =
6,83 + 0,38 g) e muito pequenos (Cuzco = 6,02 = 0,55 e Dos de Mayo = 6,31 £ 0,12 g);
porém, com i de 42% (cinco progénies) possibilitou selecionar progénies de frutos
grandes (Shanao = 8,05 = 0,36 g), medianos (AM-07 = 7,33 £+ 0,23), pequenos
(Aucaloma) ou muito pequenos (Cuzco) (Teste de Skott-Knott, p < 0,05 para cada
comparac¢do). Por tanto, a baixa intensidade de selecdo aplicada no estudo (42%) foi
viavel, j& que a populagdo era pequena. Além disso, ainda falta avaliar outras
caracteristicas de interesse industrial e do produtor, tais como o teor de acidos graxos
insaturados (CHIRINOS et al., 2013; HAMAKER et al., 1992) e a resisténcia as doengas
do género Fusarium (CHAI et al., 2018; YANG et al., 2017), respectivamente.

As progénies Dos de Mayo, Shanao, Cuzco, Aucaloma e AM-07 foram
selecionadas com base no rendimento em numero de frutos ou producao de frutos. Estas
progénies podem ser multiplicadas via estaquia, na casa de vegetagdo com sistema de
subirrigagdo (SOLSOL et al., 2010). Depois de formar as mudas (estacas), podem ser
plantadas isoladamente. As sementes produzidas neste jardim clonal via poliniza¢do
aberta, ja podem ser fornecidas como semente melhorada para os produtores, constituindo
assim a populacao melhorada (CORNELIUS et al., 2006).

Apo6s recombinagdo das cinco progénies selecionadas ¢ esperado que a geracao
seguinte (popula¢do melhorada) produza em média 1.122 g planta™ ou 1.246 Kg ha! de
fruto seco (calculo baseada em 1111 plantas.ha!) (Tabela 5). Resultados superiores aos
encontrados por Valente et al. (2017b), que selecionaram dez progénies de sacha-inchi,
manejadas na mesma area e condi¢cdes do presente estudo, encontrando uma média de
763 g.planta™ ou 847 kg.ha™!.

Os cincos acessos selecionados no estudo possuem variabilidade genética para
selecdo. Embora as metodologias de andlise sejam diferentes, progénies de origem
diferente, vale a pena ressaltar que o estudo de analise de genética molecular para acessos
da regido San Martin, no Peru, realizado para as populagdes de Dos de Mayo, de Shanao

e de Aucaloma, revelou a existéncia de variabilidade genética (VASEK et al., 2017),
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assim como detectado no presente estudo para as populagdes da regido de Benjamin
Constant, Am, Brasil. Os autores encontraram também que Dos de Mayo seria uma
populacao diferente de Shanao e Aucaloma. A variabilidade genética que encontrada para
o acesso Cuzco também foi verificada no estudo de Rodriguez et al. (2010). Embora o
aumento da intensidade de sele¢do reduza os ganhos genéticos (Tabela 6) e as populacdes
estudadas apresentem variabilidade genética, recomenda-se usar baixas intensidades de
selecdo, para evitar a perda rdpida da variabilidade genética nas populagdes melhoradas
de sacha-inchi, como descrito no melhoramento de Bactris gasipaes (CONERLIUS et al.,

2006).
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Tabela 6. Ganho de selecdo direta (GSD%) e indireta (GSI1%) para as caracteristicas de producao
e o peso médio de fruto em doze progénies de Plukenetia volubilis a partir de diferentes
intensidades de selecao.

Intensidade de sele¢do

Respostas
Variavel nas 25% (3 progénies) 33% (4 progénies) 42% (5 progénies)

selecionada variaveis® h*% Xo Xs GS GS% Xo Xs GS GS% Xo Xs GS GS%

N° frutos  N° frutos 85 132 190 49 37 132 181 42 32 132 171 34 25
porplanta  Prod. de

frutos 82 905 1184 230 25 905 1153 204 23 905 1122 179 20
Prod. de

sementes 82 510 685 144 28 510 678 138 27 510 653 118 23
Peso

médio de 86 7,13 638 -0,64 -9 7,13 6,52 -0,53 -7 7,13 6,82 -026 -4
frutos

PS? 1;4;6 1;4;6;7 1;2;4;6;7

Produgdo  N° frutos 85 132 190 49 37 132 181 42 32 132 171 34 25
de frutos Prod. de

porplanta  frutos 82 905 1184 230 25 905 1153 204 23 905 1122 179 20
(@ Prod. de
sementes 82 510 685 144 28 510 678 138 27 510 653 118 23
Peso
médio de 86 7,13 638 -0,64 -9 7,13 6,52 -053 -7 7,13 6,82 -026 -4
frutos
PS 1;4;6 1;4;6;7 1;2;4;6;7

Produgdo  N° frutos 85 132 185 46 35 132 181 42 32 132 171 34 25
de sementes Prod. de

porplanta  frutos 82 905 1154 204 23 905 1153 204 23 905 1122 179 20
(2 Prod. de
sementes 82 510 690 148 29 510 678 138 27 510 653 118 23
Peso
médio de 86 7,13 641 -0,61 -9 7,13 6,52 -053 -7 7,13 6,82 -026 -4
frutos
PS 1;4;6 1;4;6;7 1;2;4;6;7

Peso médio  N° frutos 85 132 103 -25 -19 132 108 -20 -15 132 102 -25 -19
de frutos Prod. de

(2 frutos 82 905 796 90 -10 905 823 -67 7905 772 -109 -12
Prod. de
sementes 82 510 421 -73 -14 510 444 -54 -11 510 415 -78 -15
Peso
médio de 86 7,13 7,95 0,70 10 7,13 7,79 0,57 8 7,13 7,69 0,49 7
frutos
PS 2;8; 10 2;3;8;10 2;3;8;9;10

Xo: média da populagdo inicial, Xs: média da populagdo selecionada, h%: herdabilidade no sentido amplo, GS: ganho
de selegdo. * PS — Progénies selecionadas: 1 — Dos de Mayo; 2 - Shanao; 3 — Sdo Pedro; 4 - Cuzco; 5 - AM -17; 6 -
Aucaloma; 7- AM -07; 8 - AM - 13;9 - AM - 21; 10 — Ponto Renato; 11 — Joao Guerra; 12 — Novo Horizonte.
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CONCLUSAO

A selecdo de progénies mais produtivas em numero e producdo de frutos
proporciona maior ganho genético indireto de progénies produtivas em producdo de
sementes por plantas em sacha-inchi.

As progénies superiores para peso total de sementes sdo Dos de Mayo, Shanao,
Cuzco, Aucaloma e AM-07. Estas podem ser clonadas via estaquia e plantadas
isoladamente para produzir sementes oriundas de polinizagdo aberta para distribuicao aos
produtores, constituindo assim uma populacdo melhorada.

Devido a auséncia de cultivares recomendadas para o plantio de sacha-inchi, o
método de selecao massal em nivel de progénie pode ser utilizado com eficiéncia para
iniciar um programa de melhoramento e disponibilizar sementes com qualidade genética

para as regides de plantio.
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CAPITULO II - REPETIBILIDADE DE CARACTERES DE PRODUCAO DE
FRUTOS E SEMENTES PARA SELECAO EM SACHA-INCHI

Resumo

Para promover o cultivo de espécies ndo convencionais como a sacha-inchi, ¢ necesséario a
selecdo de genodtipos produtivos, dependendo de métodos experimentais adequados para
estimar os parametros genéticos. O objetivo do estudo foi estimar o coeficiente de repetibilidade
e calcular o nimero minimo de colheitas para selecdo de plantas individuais e de progénies de
meios-irmao de sacha-inchi superiores para producdo de frutos e sementes no primeiro ano de
plantio. O método de analise de Componentes Principais usando a matriz de variancia-
covariancia fenotipica e a matriz de correlagdo foram realizadas para estimar o coeficiente de
repetibilidade para as caracteristicas de producdo de frutos e sementes. No método de
Componentes Principais, 0 uso da matriz de covaridncia mostrou melhor coeficiente de
repetibilidade que o uso da matriz de correlagdo para as trés caracteristicas de produg@o, tanto para
selecdo individual (0,28-0,36 vs. 0,18-0,24) quanto na selecdo de progénies (0,64-0,72 vs. 0,43-0,56).
Como a avaliacdo do numero total de frutos ¢ mais facil do que a producdo em peso total de frutos e
sementes, ¢ recomendavel. Para a sele¢@o de progénies e selecio individual é indicado, respectivamente,
trés (R?=90%) e sete meses (R?’=80%) de colheita consecutiva. O método de componentes principais
com base da matriz covaridncia apresenta melhor estimativa do coeficiente de repetibilidade para
producdo de frutos e sementes em sacha-inchi independente da avaliacdo ser realizada no nivel de

progénies ou de individuos.

Palavras chaves: Plukenetia volubilis. Componentes principais. Parametros genéticos. Numero de

avaliagdes. Principal Component Analysis.
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Abstract

To promote the cultivation of unconventional species such as sacha-inchi, it is necessary to
select productive genotypes, depending on adequate experimental methods to estimate the
genetic parameters. The aim of the study was to estimate the repeatability coefficient and
calculate the minimum number of harvests for selecting individual plants and superior sacha-
inchi half-sib progenies for fruit and seed production in the first year of planting. The Principal
Component Analysis method using the phenotypic variance-covariance matrix and the
correlation matrix were performed to estimate the repeatability coefficient for the fruit and seed
yield characteristics. In the Principal Components method, the use of the covariance matrix
showed a better repeatability coefficient than the use of the correlation matrix for the three
production characteristics, both for individual selection (0.28-0.36 vs. 0.18-0 .24) and in the
selection of progenies (0.64-0.72 vs. 0.43-0.56). As the evaluation of the number of fruits is
easier than the production of fruits and seeds, it is recommended to evaluate by the number of
fruits. For the selection of progenies and individual selection, three (R, respectively, are
indicated=90%) and seven months (R>=80%) of consecutive collection. The principal
components method based on the covariance matrix presents a better estimate of the
repeatability coefficient for fruit and seed production in sacha-inchi regardless of whether the

evaluation is carried out at the level of progenies or individuals.

Keywords: Plukenetia volubilis. Principal Component Analysis. Genetic parameters. Number of

evaluations.
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INTRODUCAO

O éxito do melhoramento genético depende da aplicagdo de procedimentos eficientes
para amostragem e avaliagdo do germoplasma (CLEMENT, 2001; CRUZ et al., 2004;
FALCONER, 1960; RESENDE, 2002). Sacha-inchi ¢ uma planta aldgama (VALENTE et al.,
2017a) e grande variabilidade genética ¢ encontrada entre e dentro de cultivos de pequenos
agricultores (VASEK et al., 2017; RODRIGUEZ et al., 2010; KODAL, 2020) e também em
bancos de germoplasma (VALENTE et al., 2017a, 2017b; RODRIGUES et al., 2014;
RODRIGUES, 2013). Considerando as caracteristicas da planta e a variabilidade genética no
germoplasma disponivel, uma estratégia para iniciar o programa de melhoramento genético de
sacha-inchi ¢ a avaliagdo de progénies de meios-irmaos, obtidas a partir de sementes de
polinizagdo aberta, utilizando delineamentos experimentais adequados. Como sacha-inchi ¢é
uma espécie perene que permite multiplas colheitas durante o ano, uma das informagdes
necessarias para selecdo dos gendtipos superiores ¢ o nimero minimo de colheitas para atingir
a acuracia desejada na sele¢do, o que pode ser obtido pela estimativa de coeficiente de
repetibilidade das caracteristicas de interesse.

O coeficiente de repetibilidade (f) estatisticamente pode ser conceituado como a
correlacdo entre medidas repetidas no tempo ou no espaco em um mesmo individuo ou genotipo
e representa o limite maximo para a herdabilidade no sentido amplo para a caracteristica na
populagdo avaliada (CRUZ et al., 2004). A partir das estimativas do T € possivel saber o nimero
de medidas necessarias para que a selecao de individuos ou genotipos seja realizada com o nivel
de acuracia desejado (ABEYWARDENA, 1972; CRUZ et al., 2004), o que pode ser aplicado
na defini¢do do numero de colheitas mensais de sacha-inchi necessario para selecionar com
eficiéncia os gendtipos mais produtivos.

Para obter estimativas do f para producdo de frutos em espécies perenes, diversos
estudos identificaram o método de componentes principais (PC) como mais eficiente do que o
método da ANOVA (CEDILLO et al., 2008; CHIA et al., 2009; TEODORO et al., 2016), que
inclui Plukenetia volubilis (VALENTE et al., 2017¢). O método dos componentes principais
consiste em obter uma matriz com os coeficientes de correlagdo entre genotipos para cada par
de medigdes (periodos de avaliagdo), da qual sdo determinados os autovetores e autovalores
normalizados. O autovetor que cujos periodos de avaliagdo apresentam o mesmo sinal e
magnitudes proximas ¢ aquele que expressa a consisténcia dos individuos em manterem ao

longo do tempo a sua posi¢cdo em relacdo uns aos outros e a propor¢ao do autovalor associado
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a este autovetor corresponde a estimativa do coeficiente de repetibilidade da caracteristica
(ABEYWARDENA, 1972; CRUZ et al., 2004).

Em progénies de sacha-inchi o método de PC baseado na matriz de variancia e
covariancia fenotipicas foi de duas a trés vezes mais eficiente na estimativa do f para produgao
de frutos que outros métodos, tais como o método da ANOVA de dois fatores, PC baseado na
matriz de correlagdo e Analise Estrutural baseada na matriz de correlacdo intraclasses, e indicou
que cinco meses consecutivos de avaliagdo da producado de frutos seriam suficientes para obter
90% de acuracia na selecdo de genotipos superiores (VALENTE et al., 2017¢). Contudo, como
sacha-inchi também pode ser propagada vegetativamente, ¢ importante estimar o coeficiente de
repetibilidade a nivel individual visando a sele¢ao massal.

A primeira colheita em sacha-inchi ¢ realizada, em média, seis meses apos o plantio
(VALENTE et al., 2017b; ROGRIGUES, 2013), por conseguinte, no primeiro ano de plantio ¢
possivel registrar seis meses consecutivos de produgdo. No entanto, ¢ necessario verificar a
eficacia da selecdo de genotipos superiores com base nos seis primeiros meses de avaliagdo da
producdo, considerando que a variagdes podem afetar de maneira desigual a producdo dos
individuos ou gendtipos nesse periodo de produgdo. Quanto menor o ciclo de melhoramento
mais rapido poderd ser obtido e disponibilizado aos agricultores cultivares com alto
desempenho produtivo, por isso, ¢ importante verificar a possibilidade de selecionar com
eficacia genotipos superiores ja no primeiro ano de plantio de sacha-inchi. Além disso, ressalta-
se que os parametros genéticos sdo propriedades especificas da populacdo para a qual sdo
estimados, por isso, € importante que estes sejam obtidos e analisados para cada populagdo de
melhoramento.

O objetivo do estudo foi estimar o coeficiente de repetibilidade e calcular o niimero
minimo de colheitas para sele¢do de individuos e progénies de meios-irmaos de sacha-inchi

superiores em producdo de frutos e sementes no primeiro ano de plantio.
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MATERIAL E METODOS

A descrigao da area de estudo e dos acessos utilizados, bem como a instalagdo, condugao

do experimento e coleta de dados foram descritos em material e métodos do Capitulo 1.

Analise de dados

Os coeficientes de repetibilidade para as caracteristicas de produgdo foram obtidos pelo
método dos componentes principais (PC) (ABEYWARDENA, 1972) com base na matriz de
correlacdo e a matriz de variancias e covariancias fenotipicas entre cada par de medigdes
avaliadas nos diferentes genotipos (VALENTE et al., 2017c). As anélises foram realizadas no
programa computacional Genes (CRUZ, 2013).

As estimativas dos coeficientes de repetibilidade foram obtidas com base na producao
mensal média das progénies e das plantas individuais, uma vez que existe interesse na selecao
das melhores progénies para reprodugdo por sementes e também na selecdo das melhores
plantas para reprodugao clonal por estaquia.

A matriz de correlagdo entre os genotipos em cada par de medigdes ¢ dada por:

1 p p
5. [p 1 p
p p 1

1 n

Cujo autovalor Al é dado por 1+(1-1)p. A partir da matriz R foi estimado o coeficiente
de repetibilidade por RUTLEDGE (1974), que dado por: f = (A1 — 1)/ -1, onde: = nimero
de periodos avaliados, A = autovalor obtido da matriz R associado ao autovetor cujos elementos

tém o mesmo sinal e magnitudes semelhantes.

O coeficiente de repetibilidade foi também estimado baseado na matriz de variancias e

covaridncias fenotipicas:

1 p p
_ p L = p
r=oj | .. .. .
p p XX} 1

1 0

Cujo autovalor autovalor A1 ¢ dado por: ¢ [1+(n-1)p]. Considerando a matriz I', o

coeficiente de repetibilidade ¢ obtido por meio de: £= (A1 — 67)/ 05 (-1),em que 67 = o* +
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2

O'g,

sendo Al o autovalor obtido de I' associado ao autovetor cujos elementos t€ém o mesmo
sinal e magnitudes semelhantes.
A estimativa do coeficiente de determinagdo (R2), a qual representa a certeza da

predicdo do valor real dos individuos para o carater analisado baseado sobre o n medidas

realizadas, foi obtido por (MARCAL et al., 2016; GUILHEM et al., 2019):
R2=nt/[1+ f(n-1)]

Apos estimar o coeficiente de repetibilidade (f), o calculo do nimero de medigdes (1))
necessarias para predizer o valor real dos individuos com o coeficiente de determinacgao
genotipica (R2) desejado (80, 85, 90%) ¢ obtida pela equagao descritos por Margal et al. (2016)
e Guilhem et al. (2019):

n=R2(1- )/ (1-R2) f.

Onde: T ¢ o coeficiente de repetibilidade, obtidos tanto para as duas abordagens do

método de componentes principais.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As estimativas do coeficiente de repetibilidade () obtidas pelo método dos componentes
principais com base na matriz de covariancia (PCA-COV) foram superiores as obtidas com
base na matriz de correlacdo (PCA-COR) em todas as caracteristicas avaliadas (Tabela 7). A
estimativa de T obtida pela PCA-COV para nimero total de frutos (0,72) foi superior a
encontrada para mesma caracteristica e pelo mesmo método de obten¢do na populagdo avaliada
por Valente et al. (2017c), 0,66, ja para peso total de frutos (0,55), a estimativa foi inferior a
apresentada por esses autores, 0,68. Essas estimativas de parametros sdo propriedades das
populagdes, mas as diferencas também podem ser atribuidas a procedimentos experimentais,
como a variacdo no numero de individuos avaliados por parcela experimental. Valores de
estimativas do T sd3o considerados altos quando superiores a 0,6 e médios quando maiores do
que 0,3 e inferiores a 0,6 (RESENDE, 2002), portanto, os valores encontrados para médias de
progénies podem ser considerados de médio a altos para de producdo de frutos em sacha-inchi,

o que indica condi¢do favoravel ao melhoramento genético.

Tabela 7. Estimativas de coeficiente de repetibilidade (f), de determinagdo (R?) e
numero de meses de colheita (n) requeridos para obter diferentes R?, em relagdo ao
numero total de frutos, peso total de frutos e peso total de sementes durante margo 2019
— agosto 2019 em progénie de sacha-inchi.

Valores obtidos com seis n e valores de R? arbitrario
medidas
Abordagem f R? % 80% 85% 90%
Numero total de frutos
PCA-COV ? 0,72 94 2 2 3
PCA-COR® 0,56 88 3 4 7
Peso total de frutos
PCA-COV 0,55 88 3 5 7
PCA-COR 0,43 82 5 8 12
Peso total de sementes
PCA-COV 0,64 91 2 3 5
PCA-COR 0,49 85 4 6 9

* Estimativa obtida pelo método de Componentes Principais, usando a matriz de variancia e covariancia
fenotipica; ® Estimativa obtida pelo método de Componentes Principais, usando a matriz de correlagdo.

Os coeficientes de determinagdo (R?) também foram superiores para as estimativas

obtidas pelo método PCA-COV. No entanto, os valores obtidos por ambas as abordagens foram



67

elevados, entre 82% e 94% (Tabela 7). Valores de R? superiores a 90% também foram
observados para produ¢do de frutos em sacha-inchi por Valente et al. (2017c¢).

A partir do nuimero minimo de meses de colheita estimado para atingir os valores pré-
estabelecidos para o coeficiente de determinacdo (Tabela 7), verificou-se em todas as
caracteristicas que € possivel com cinco meses de avaliagdo da producdo garantir acuricia
seletiva igual ou superior a 85% quando as estimativas de f foram obtidas pelo método PCA-
COV. Portanto, ¢ possivel realizar com alta eficacia a sele¢ao para producao de frutos com base
na média das progénies de meio irmdos no primeiro ano apos o plantio em campo de sacha-
inchi. Para atingir R? de 85% a caracteristica que exige maior tempo de avaliagdo ¢ peso total
de frutos (PTF), seguida de peso total de sementes (PTS) e nlimero total de frutos (NTF). A
necessidade de numero reduzido de meses de avaliagdao da produ¢do de frutos para selecio de
progénies de sacha-inchi também foi verificada por Valente et al. (2017¢c). A partir de valor
pré-estabelecido para R? em 85% e f obtido pelo método do PCA-COV, os autores verificaram
serem necessarios trés meses de avaliagdo das progénies, tanto para selecdo com base em NTF

como para PTF.

Tabela 8. Periodo minimo de colheitas sucessivas (n), repetibilidade (f) e determinagdo
(R?), em relagdo ao nimero total de frutos, peso total de frutos e peso total de sementes
durante margo-agosto 2019 em progénies de sacha-inchi.?

Numero total de Peso total de Peso total de sementes
frutos frutos

Meses de n £ R? % £ R2 % £ R? %
colheita

mar-abr 2 0,40 57 0,25 40 0,32 48
abr-Mai 2 0,59 74 0,78 88 0,064 78
mai-jun 2 0,95 98 0,91 95 0,92 96
jun-Jul 2 0,76 86 0,60 75 0,69 82
jul-ago 2 0,79 75 0,66 79 0,72 84
mar-mai 3 0,50 75 0,38 64 0,39 66
abr-jun 3 0,76 91 0,59 81 0,68 87
mai-jul 3 0,80 92 0,67 86 0,74 89
jun-ago 3 0,77 90 0,62 83 0,71 88
mar-jun 4 0,76 93 0,59 85 0,67 89
abr-jul 4 0,72 91 0,55 83 0,64 88
may-ago 4 0,78 93 0,64 88 0,72 91
mar-jul 5 0,74 93 0,57 87 0,65 90
abr-ago 5 0,72 91 0,55 83 0,64 88
mar-ago 6 0,72 94 0,55 88 0,64 91

* Estimativa obtida pelo método de Componentes Principais, usando a matriz de variancia e covariancia
fenotipica.

Os resultados indicaram que as progénies de sacha-inchi estabilizaram a produgdo a

partir do nono més de plantio, no periodo entre maio e junho (Tabela 8). Neste periodo, o f nas
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trés caracteristicas de produc¢ao atingiu valores considerados entre moderado (entre 0,30 e 0,60)
a alto (maior de 0,60) (RESENDE, 2002). Por conseguinte, com quatro meses de avaliagao
(maio-agosto) da producdo em NTF, PTF e PTS, possibilitaria selecionar progénies de sacha-
inchi com minimo de 88% de certeza, desde que seja a partir do nono més de plantio. Esta
conclusdo coincide com a de Teodoro et al. (2016) para pinhdo-manso (Jatropha curcas L.),
que verificaram serem necessarios quatro meses de colheitas para selecionar gendtipos
superiores em produgdo de grios com R? de 85%.

Assim como para selecdo com base na média de progénies, para sele¢do a nivel de
individuos as estimativas do t obtidas pelo método dos componentes principais baseado na
matriz de covariancia foram superiores as obtidas com base na matriz de correlagdes (Tabela
9). Considerando os seis meses de avaliagdo da producdo, os valores das estimativas do f obtidas
pela andlise PCA-COVAR a nivel de individuo foram moderados para nimero de frutos (0,36)
e peso total de sementes (0,34) e baixo para peso total de frutos (0,28), com valores de R

inferiores a 80% para as trés caracteristicas.

Tabela 9. Estimativas de coeficiente de repetibilidade (), de determinagdo (R?) e
nimero de meses de colheita (n) requeridos para obter diferentes R?, em relagdo ao
numero total de frutos, peso total de frutos e peso total de sementes durante margo 2019
— agosto 2019 em individuos de sacha-inchi.

Valores obtidos com seis n e valores de R? arbitrario
medidas
Abordagem f R? % 80 85 90
Numero total de frutos
PCA-COV @ 0,36 77 7 10 16
PCA-COR® 0,24 65 13 18 29
Peso total de frutos
PCA-COV 0,28 70 10 15 23
PCA-COR 0,18 57 18 26 41
Peso total de sementes
PCA-COV 0,34 76 8 11 18
PCA-COR 0,21 61 15 21 34

* Estimativa obtida pelo método de Componentes Principais, usando a matriz de variancia e covariancia
fenotipica; ® Estimativa obtida pelo método de Componentes Principais, usando a matriz de correlagdo.

Os resultados indicam que a acurdcia para sele¢do de individuos de sacha-inchi no
primeiro ano de plantio ¢ inferior a obtida com a sele¢@o a nivel de progénies, tal como acontece
em hibridos entre E. oleifera e E. guineensis (CHIA et al., 2009). Para atingir a acuracia de 85%
as estimativas indicam serem necessarios dez meses de avaliagdo para NTF, 15 para PTF e 11
para PTS. Esses resultados demonstram que no caso da sele¢do a nivel de individuos a avaliagao

apenas durante o primeiro ano de plantio ndo ¢ suficiente para alcangar alta acuricia na
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identificacdo dos individuos superiores, sendo necessario maior tempo de avaliacdo. Embora
para obter a mesma acuracia o periodo de avaliagdo para selecdo de individuos seja superior ao
necessario para sele¢do de progénies, no minimo trés vezes superior, deve-se considerar que
sacha-inchi ¢ uma cultura perene que podera ser explorada por muitos anos. Assim, a estratégia
de sele¢do deve considerar os ganhos genéticos que a selecao individual podera proporcionar
considerando o ciclo de selecdo completo.

As avaliagdes da producdao de NTF, PTS e PTS apds oito meses de plantio mostraram
ser mais importantes para a selecdo individual em sacha-inchi (Tabela 10). Os primeiros seis
meses apos o plantio compreendem a fase de crescimento vegetativo das plantas de sacha-inchi.
A primeira colheita foi realizada aos 185 dias ap6s o plantio, quando aproximadamente 50%
das plantas ja apresentavam frutos maduros. Nos primeiros meses a produgao de fruto foi mais
baixa e irregular, o que esta de acordo com a informagdo de Valente et al. (2017a), que indicam
que o potencial de producao dos genoétipos s6 € atingido no sexto més apos o inicio da colheita.
Além da irregularidade inerente a espécie nos primeiros meses de producdo, fatores ambientais
podem afetar a producao inicial das plantas, como as condic¢des climaticas, sanidade e nutricao

das plantas, entre outras praticas de manejo.

Tabela 10. Periodo minimo de colheitas sucessivas (n), repetibilidade (f) e determinagao
(R?), em relagdo ao niimero total de frutos, peso total de frutos e peso total de sementes
durante margo-agosto 2019 em individuos de sacha-inchi.?

Numero total de Peso total de Peso total de sementes
frutos frutos
Months n f R2 % f R? % f R? %
mar-abr 2 0,35 52 0,39 56 0,40 57
abr-mai 2 0,59 75 0,61 76 0,55 71
mai-jun 2 0,79 89 0,73 84 0,75 86
jun-jul 2 0,49 66 0,40 58 0,48 65
jul-ago 2 0,48 65 0,48 65 0,48 65
mar-mai 3 0,38 65 0,40 67 0,38 65
abr-jun 3 0,45 71 0,32 58 0,40 67
mai-jul 3 0,55 78 0,46 72 0,52 76
jun-ago 3 0,53 77 0,46 72 0,52 77
mar-jun 4 0,41 74 0,29 62 0,37 70
abr-jul 4 0,40 72 0,29 62 0,36 69
mai-ago 4 0,53 82 0,46 77 0,51 81
mar-jul 5 0,37 75 0,27 65 0,34 72
abr-ago 5 0,40 77 0,31 69 0,37 75
mar-ago 6 0,36 77 0,28 70 0,34 76

* Estimativa obtida pelo método de Componentes Principais, usando a matriz de variancia e covariancia
fenotipica.
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Correlacdo genotipica alta e positiva foi verificada entre NTF e PTS (0,97) e também
entre PTF com o PTS (0,99). O produto de importincia comercial da sacha-inchi sdo as
sementes (DEL CASTILLO et al., 2019), portanto, o melhoramento deve ser realizado para
aumento de produtividade em peso de sementes. Na avaliagdo de progé€nies nos programas de
melhoramento genético € necessario fazer o registro da produgdo por planta, e para obter o peso
de sementes ¢ necessario retirar manualmente a casca dos frutos (VALENTE et al., 2017b),
procedimento laborioso quando considerado o elevado nimero de plantas a serem avaliadas. A
alta correlagdo entre o PTS com as caracteristicas NTF e PTF indica a possibilidade de usar
essas caracteristicas para a sele¢do indireta de plantas mais produtivas em peso total de
sementes. As caracteristicas de NTF e PTF sdo faceis e de rdpida avaliacdo, e tém alta
correlacdo genética com PTS, por isso elas t€ém grande potencial para serem utilizadas na
selecdo indireta de genotipos mais produtivos em peso de sementes em sacha-inchi com menor
custo e dispéndio de tempo.

A caracteristica nimero total de frutos (NTF) ¢ de facil avaliagdo, obtida de forma rapida
e direta pela contagem do nimero de frutos produzidos pela planta, e apresentou estimativas de
coeficiente de repetibilidade e de determinagao superiores as caracteristicas peso total de frutos
(PTF) e peso total de sementes (PTS), portanto, permite selecionar gendtipos com maior
acurdcia em menor tempo de avaliagdo e com menor custo do que estas caracteristicas. Além
disso, o NTF apresenta correlagao genética alta e positiva com PTS, principal caracteristica que
o melhoramento busca aumento de produtividade em sacha inchi. De acordo com os resultados
obtidos, tanto para selecdo com base na média de progénies como a nivel de individuos, a
estratégia com menor tempo de avaliacdo (menor ciclo de selecdo) e menor dispéndio de
recursos para obter ganhos em produtividade para PTS ¢ pela sele¢@o indireta baseada no NTF.

Como existe forte correlagdo entre o NTF e o PTS, é recomendavel usar o NTF para
selecionar indiretamente os individuos mais produtivos em PTS, pela facilidade de avaliagao
daquele. Além disso, seria melhor usar a matriz de covariancia para estimar a repetibilidade.
Nestas circunstancias, seriam necessarios sete meses de colheita para obter um valor real de
producdo no NTF com 80% de acurécia, utilizando a matriz de covariancia (Tabela 10),
devendo ser considerado a partir do nono més de plantio. Ademais, tendo em conta a baixa
precisdo da sele¢@o individual e que os individuos clonados sdo submetidos a ensaios clonais
antes da multiplicacdo comercial, ¢ preferivel evitar uma selecdo muito intensa, de modo que
um maior nimero de gendtipos possa ser avaliado em um delineamento experimental adequado

para uma melhor discriminagao.
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CONCLUSAO

O método de componentes principais com base na matriz varidncia e covariancia
fenotipica apresenta melhor estimativa do coeficiente de repetibilidade para a producdo de
frutos e sementes em sacha-inchi.

A selecdo de progénies de sacha-inchi pode ser realizada pela sele¢do indireta com base
no numero total de frutos produzidos com avaliacdo durante trés meses.

A selecdo de individuos de sacha-inchi mais produtivos em peso total de sementes de
sacha-inchi pode ser realizada pela selecdo indireta com base no numero total de frutos
produzidos com avaliacdo durante dez meses.

Os dois primeiros meses de colheita de frutos de sacha-inchi podem ser descartados das

avaliagdes.
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CAPITULO III - DIVERSIDADE GENETICA FENOTIPICA EM SACHA-INCHI
COM O METODO DE COMPONENTES PRINCIPAIS

Resumo

Os métodos de andlise de dados multivariados permitem analisar em conjunto varias
caracteristicas medidas em cada acesso do germoplasma, permitindo a descricdo daqueles
baseada em vérias caracteristicas simultaneamente, sem deixar de considerar a relagdo existente
entre elas. As coordenadas dos componentes principais podem ser usadas para analise
univariada e multivariado. O estudo objetivou analisar a diversidade genética fenotipica de
acessos de sacha-inchi usando os escores de componentes principais no método de
Agrupamento Hierarquico (UPGMA) e a ANOVA. O método de andlise de componentes
principais mostrou ser adequado para analisar os dados (Teste de esfericidade de Bartlett, p <
0.000; e KMO = 0,55). O método sugeriu trés componentes (Variacao explicada = 73%). O
componente 1 teve relacdo positiva com o caractere numero de sementes por fruto (r = 0,73),
mas relacdo negativamente com o caractere de produgdo de sementes (r =-0,67) e comprimento
do pistilo (r =-0,63); o componente 2 foi associada com o tamanho de semente (r = 0,82), peso
de semente (r = 0,90) ou fruto (r = 0,76); e 0 componente 3 mostrou correlagdo positiva com o
comprimento de racemo (r = 0,89) e a largura de fruto (r = 0,84). O uso das coordenadas dos
componentes principais mostrou ser ideal para analisar a diversidade genética em sacha-inchi.
As coordenadas dos Componentes Principais sdo adequados para analisar a diversidade
genética em sacha-inchi, tanto por métodos univariados como por métodos multivariados. E
recomendavel as seguintes hibridagdes: Cuzco x Dos de Mayo, Cuzco x Aucaloma, Shanao x
Cuzco, Shanao x Aucaloma, Shanao x Dos de Mayo, Shanao x AM-07, Dos de Mayo x
Aucaloma. O acesso Shanao ¢ um gendtipo com caracteristicas de frutos e inflorescéncias de
maior tamanho que os acessos Dos de Mayo, Aucaloma, AM-07 e Cuzco. Este tltimo apresenta

frutos e inflorescéncias maiores do que os acessos Dos de Mayo, Aucaloma e AM-07.

Palavras chaves: Plukenetia volubilis. Componentes principais. Hibridacdo. Agrupamento

hierarquico.
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Abstract

The methods of multivariate data analysis allow to analyze together several characteristics
measured in each germplasm accession, allowing the description of those based on several
characteristics simultaneously, without neglecting the existing relationship between them. The
coordinates of the principal components can be used for univariate and multivariate analysis.
The study aimed to analyze the phenotypic genetic diversity of sacha-inchi accessions using
principal component scores in the Hierarchical Clustering method (UPGMA) and ANOVA.
The principal component analysis method proved to be adequate to analyze the data (Bartlett's
sphericity test, p < 0.000; and KMO = 0.55). The method suggested three components
(Explained variation = 73%). Component 1 had a positive relationship with the character
number of seeds per fruit (r = 0.73), but a negative relationship with the seed production
character (r = -0.67) and pistil length (r = -0, 63); component 2 was associated with seed size (r
=0.82), seed weight (r = 0.90) or fruit (r=0.76); and component 3 showed a positive correlation
with raceme length (r = 0.89) and fruit width (r = 0.84). The use of the coordinates of the
principal components proved to be ideal for analyzing the genetic diversity in sacha-inchi. The
coordinates of the Principal Components are suitable for analyzing the genetic diversity in
sacha-inchi, both by univariate and multivariate methods. The following hybridizations are
recommended: Cuzco x Dos de Mayo, Cuzco x Aucaloma, Shanao x Cuzco, Shanao x
Aucaloma, Shanao x Dos de Mayo, Shanao x AM-07, Dos de Mayo x Aucaloma. The Shanao
accession is a genotype with larger fruit and inflorescence characteristics than the Dos de Mayo,
Aucaloma, AM-07 and Cuzco accessions. The latter has fruits and inflorescences larger than

the accessions Dos de Mayo, Aucaloma and AM-07.

Keywords: Plukenetia volubilis. Principal Component Analysis. Hybridization. Hierarchical

grouping.
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INTRODUCAO

A andlise multivariada ¢ uma ferramenta eficiente para explorar a diversidade genética
fenotipica entre acessos de sacha-inchi (RODRIGUES, 2010), como ¢ usado no melhoramento
de outras culturas (FRANCO, 2003). Esse método pode identificar grupos (acessos) diversos
através da andlise conjunta das caracteristicas medidas em cada acesso, sem deixar de
considerar a relagdao existente entre elas (FRANCO, 2003; GOTELLI ¢ ELLISON, 2016).
Deste modo, a discriminagdo de grupos permite recomendar cruzamentos (ou a formagao de
populacdo selecionada) que visem manter a variabilidade genética, baseada em genotipos com
carateristicas de interesse, mas sem descartar as diferencgas de outras caracteristicas (CRUZ et
al, 2004). Apos a avaliagdo da variabilidade fenotipica da populagdo selecionada pode ser
complementada com a caracterizacdo molecular.

Segundo o objetivo, os métodos multivariados podem ser do tipo ordenagdo ou
classificag@o. O primeiro permite reduzir as um conjunto de varidveis em poucas e o segundo
agrupa objetos que compartilham caracteristicas em comum (FIELD, 2013; FRANCO, 2003;
GOTELLI e ELLISON, 2016).

Entre os métodos de ordenagao, temos a Analise de Componentes Principais (PCA), que
¢ um método simples de reducdo de variaveis, baseado na matriz de correlacdo destas. Este
método ¢ recomendado na andlise de dados quantitativos e tem a vantagem de poder usar os
escores de cada componente para continuar com outras andlises, que podem ser do tipo
univariado e multivariado. Os componentes podem ser usados em andlise univariado como a
ANOVA e testar a diferenga entre genotipos, logo, ¢ possivel realizar testes a posteriori de
médias (GOTELLI e ELLISON, 2016). Os componentes também podem gerar matrizes de
dissimilaridade e serem usados nos métodos de Andlises de Agrupamentos (CRUZ et al., 2004).
Esta abordagem ¢ possivel ja que os componentes ndo apresentam colinearidade, podendo ser
considerados variaveis independentes (GORELLI e ELLISON, 2016). A PCA também permite
selecionar as varidveis mais discriminatérias para reduzir o nimero de medigdes em
caracterizagdes posteriores (CRUZ et al., 2004; FRANCO, 2003).

Entre os métodos de classificacdo ou agrupamento, temos a técnica de Agrupamento
Pareado Proporcionalmente Ponderado (UPGM), o mais usado na andlise da diversidade
genética em bancos de germoplasmas (CRUZ et al., 2004). Como ja mencionado, este pode

ser construido a partir da matriz de dissimilaridade dos Componentes Principais.
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Neste contexto, o objetivo do estudo foi analisar a diversidade genética fenotipica de
acessos de sacha-inchi usando os escores de componentes principais nos métodos de

agrupamento Hieraquico (UPGMA) e a ANOVA.
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MATERIAL E METODOS

A descrigdo da area de estudo e dos acessos utilizados, bem como a instala¢ao ¢ condugao

do experimento foram descritos em material e métodos do Capitulo 1.

Coleta de dados

Para a avaliag@o das progénies foram considerados o nimero total de frutos por planta
(Nf), peso total de frutos (Pf), em g.planta’!, nimero total de sementes por planta (Ns), peso
total de sementes (Ps), em g.planta™!. A partir das variaveis de produgdo foi calculado o peso
médio de fruto (Pf/Nf), em gramas, nimero de semente por fruto (Ns/Nf), peso médio de
semente (Ps/Ns), em gramas. Cabe destacar que, das varidveis de producao, apenas o Ps foi
usado na andlise.

Também, foi medido o comprimento de racemo floral (mm), desde a inser¢ao do pistilo
até o apice do racemo; comprimento do pistilo (mm), apenas em aqueles que mostraram o
estigma aberto ou desenvolvido; largura do fruto (mm), apenas considerado um lado do fruto,
pois 0s mesmos sdo simétricos. Ademais, foi calculado o tamanho de semente (mm?),
mensurando o comprimento, largura e altura de sementes. As dimensdes foram convertidas em
volumes, estimados com base na formula para um elipsoide (v =4/3 © abc). As medi¢des foram
realizadas de uma planta selecionada ao acaso de cada parcela ou repeti¢do. O total de trinta

medicdes foram realizadas para cada varidvel.

Analise de dados

Os dados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA, p<0,05). A média dos
tratamentos foram analisadas com os testes de Skott-Knott a 5% de probabilidade.

Foi usado andlise de componentes principais (PCA) para a reduzir as varidveis originais
em um conjunto de variaveis lineares ou componentes, que expliquem no minimo 70% da
variancia total disponivel. Primeiro, foi analisado se os dados podem ser submetidos ao
processo de PCA.

Para isso, dois métodos de avaliacdo foram utilizados: o critério de Kaiser-Meyer-Olkin
(KMO) (KAISER, 1974); e o teste de esfericidade de Bartlet (DZIUBAN e SHIRKEY, 1974).

O indice de KMO, também conhecido como indice de adequagdo da amostra, ¢ um teste
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estatistico que indica a propor¢do da varidncia das variaveis originais pode ser explicada por
uma variancia comum. O KMO ¢ estimado por meio do quadrado das correlagdes totais
dividido pelo quadrado das correlagdes parciais das variaveis avaliadas (Field, 2005). Seu valor
pode variar de zero a um. Valores iguais ou préximos a zero indicam que a soma das correlagdes
parciais dos itens avaliados € muito alta em relacao a soma das correlagdes totais. Nesses casos,
possivelmente a PCA serd inapropriada. Valores maiores de 0,50 foram considerados aceitaveis
(HAIR et al., 1987).

O Teste de esfericidade de Bartlett avalia em que medida a matriz de covariancia ¢
similar a uma matriz-identidade (Os elementos da diagonal principal tém valor igual a um, e os
demais elementos da matriz sdo aproximadamente zero, ou ndo apresentam correlagdes entre
si) (FIELD, 2005). Também, o teste avalia a significancia geral de todas as correlagdes em uma
matriz de dados (FIELD, 2005). Valores do teste de esferecidade de Bartlett com niveis de
significancia p < 0,05 indicam que a matriz ¢ passivel de compor novos conjuntos de variaveis,
rejeitando a hipotese nula de que a matriz de dados ¢ similar a uma matriz-identidade.

Com objetivo de facilitar a interpretacdo dos componentes, visto que muitas vezes as
variaveis analisadas apresentam cargas fatoriais elevadas em mais de um fator, o método de
rotagdo de fatores foi realizado. Para isto, foi usada a abordagem de rotagdo obliqua direta, a
qual permite a correlagdo entre os componentes (SASS et al., 2010; SCHIMITT et al., 2011;
FIELD, 2005).

Os escores dos componentes principais foram usados para testar a diferenca entre
gendtipos de sacha-inchi, para a qual foi usado a ANOVA. Ademais, os escores foram usados
para construir uma matriz de distdncia euclidiana média e ser usada e realizar a andlise de
Agrupamento Hierarquico UPGMA (Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic
Avarages) (CRUZ et al., 2011).

Os componentes da variancia e comparac¢ao de médias dos tratamentos foram estimados
para cada caracteristica usando o Software Genes (CRUZ, 2013). E para a analise de

componentes principais foi usado o Software estatistico IBM SPSS, versao 20.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os acessos apresentaram diferenga significativa em todas as caracteristicas avaliadas
(Tabela 11), a qual significa que existe variabilidade para ser explorada no programa de
melhoramento. As progénies Cuzco, Am07, Dos de Mayo, Aucaloma, Shanao mostraram ser
significativamente mais produtivas em sementes (Produgdo) (Tabela 12), a principal
caracteristica de importancia econdmica por sua relacdo direta com a produgado de 6leo (YANG
et al., 2014). Entre os acessos mais produtivos, o acesso Shanao mostrou significativamente
maior peso médio de fruto (Mmf), peso médio de sementes (Pms) e tamanho de sementes
(TamSem) e largura de fruto (LarFru) do que os outros acessos; ademais, o acesso shanao
apresentou sginficativamente maior comprimento do racemo floral (Race) e do pistilo (Pis)
(Tabela 12). Certamente, os resultados indicaram que o acesso shanao possui maior tamanho
de frutos e inflorescéncias que os acessos Cuzco, Am07, Dos de Mayo, Aucaloma. Portanto,

Shanao evidenciou potencial de cruzamento com os outros acessos mais produtivos.

Tabela 11. Resumo da anélise de variancia para as caracteristicas morfo-agrondmicas de
progénies de Plukenetia volubilis.

Fon‘ges de g TamSem .

Variacao Produc¢iao Pmf Pms Nsf Race Pis LarFru
Blocos 2 978517 0,363 0,002 0,001 640740 121 31 38
Progénies 11 67321%%  1,245%% 0,014*%*  0,035% 29970948**  gpg** 4% g8+
Residuo 22 11989 0,177 0,002 0,011 6473737 110 8 12
Média 510 713 101 387 5593 71 26 40
CV (%) 26 6 5 3 10 15 11 9

* Significativo pelo teste-F ao 1% e 5% de erro, respectivamente. 'Produgdo — Produgdo de sementes por planta;
Pmf - Peso médio de frutos; Pms — Peso médio de sementes; Nsf — Numero de sementes por fruto; Race —
Comprimento do racemo da inflorescéncia; Pis — Comprimento do pistilo; LarFru — Largura do fruto verde.

A matriz de correlagdo mostrou pelo menos trés conjuntos de variaveis inter-
relacionadas bem definidas (Tabela 13). Assim, o Peso médio de fruto (Pmf), Peso médio de
semente (Pms) e Tamanho de sementes (TamSem) conformam um grupo. Freitas et al. (2016)
reportaram resultados semelhantes em Jatropha curcas L, onde o comprimento e a largura da
semente tiverem correlacdo positiva com o peso de frutos e sementes. Outro conjunto de
correlagdes apresentou o comprimento de racemo floral (Race) com a largura de fruto (LarFru)
e comprimento de pistilo (Pis). Esta conclusdo diferiu das observa¢des comparativas entre
Plukenetia carolis-vegae, Plukenetia huayllabamban, e Plukenetia volubilis, onde o

comprimento do estilete (4-7 mm, 6-7,5 ¢ 9 - 35 mm, respectivamente) coincidiram
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inversamente com o tamanho de sementes (Largura, comprimento e altura = 27 x 25 x 20 mm,
25-28 x 22-27 x 17-20 mm, 13-22 x 11.8-18 X 5-9 mm, respectivamente) ou tamanho de
frutos (CARDINAL-MCTEAGUE et al., 2019; RODRIGUEZ et al., 2010). O terceiro conjunto
estaria confirmado pela producgdo de sementes (Pro), peso médio de frutos (Pmf) e comprimento

de pistilo (Pis).

Tabela 12. Comparagdo de médias entre doze progénies de P. volubilis em relagdo a
caracteristicas morfo-agrondmicas.® % ¢

Acessos Produgio  Acesso Pmf Acesso Pms Acesso TamSem
Cuzco 760 a Aml3 8,28 a AmO07 1,12 a  N.Hori 6771 a
AmO07 657 a Sha 8,05 a Sha 1,12 a S.Ped 6616 a

D.Mayo 652 a PRena 7,51 b N.Hori 1,09 a Auc 6459 a
Auca 642 a S.Ped 733 b Aml3 1,03 b Aml3 6446 a

Sha 552 a  Am2l 731 b S.Pe 1,03 b Sha 6333 a
S.Ped 515 b NHori 720 b P.Rena 1,00 b Aml7 5633 b

N.Hori 486 b  Aml7 7,02 ¢ Am21 099 b Am07 5499 b

J.Guerra 441 b AmQ07 6,92 ¢ Auca 0,98 b D.May 5259 b
Aml3 434 b Auca 6,83 ¢ Aml7 098 b Am21 4894 b
Aml7 406 b J.Gue 6,799 c¢  D.Mayo 0,98 b P.Rena 4741 b
Am21 295 b DMayo 631 d J.Gue 0,95 b J.Gue 4726 b
P.Rena 275 b Cuzco 6,02 d Cuzco 0,90 b Cuzco 3738 ¢

Continuacao Racemo Acesso Pistilo Acesso LarFru Acesso Nsf
Sha 97 a J.Gue 30 a N.Hori 54 a J.Gue 4,13 a
J.Gue 9% a Am2l 29 a Sha 48 b Aml3 4,01 a

N.Hori 84 b Aml3 29 a Aml7 41 C S.Ped 3,96 a
Am21 75 b Sha 28 a J.Gue 41 C Sha 3,89 b
Auca 75 b Aml7 28 a P.Rena 40 c P.Rena 3,84 b
P.Rena 71 b S.Ped 27 a AmO07 38 ¢ Auca 3,83 b
P.Ped 64 ¢ N.Hori 27 a Auca 38 d Am21 3,83 b
Cuzco 61 ¢ P.Rena 24 b Cuzco 37 d Cuzco 3,83 b
Aml7 61 c Auca 24 b S.Ped 37 d D.Mayo 382 b
AmO7 49 d  Cuzco 24 b Am21 36 d Am07 379 b

D.Mayo 44 d  AmO07 23 b D.Mayo 36 d Aml7 379 b
Aml3 40 d D.Mayo 21 b Aml3 35 d N.Hori 376 b

® Médias seguidas por letras diferentes diferem significativamente pelo teste de Skott-Knott a 5% de
probabilidade. ® Producdo — Produciio de semente por planta; Pmf - Peso médio de frutos; Pms — Peso
médio de sementes; Nsf — Numero de sementes por fruto; Race — Comprimento do racemo da
inflorescéncia; Pis — Comprimento do pistilo; LarFru — Largura de fruto verde. © Acessos: P.Rena =
Ponto Renato; S.Ped = Sao Pedro; Auca = Aucaloma; D.Mayo = Dos de Mayo; J.Gue = Jodo Guerra;
Sha = Shanao; N.Hori = Novo Horizonte.

O Teste de esfericidade de Bartlett (x%128) = 102, p < 0.000) e a Medida de Adequagéo
da amostra de Kaiser-Meyer-Olkin —-KMO (0,55) (DAMASIO, 2012; KAISER, 1974, FIELD,
2005) da matriz de correlacdo das variaveis sugerem que a Analise de Componentes Principais
(PCA) ¢ adequada (DAMASIO, 2012; HAIR et al., 1987; FIELD, 2005). As caracteristicas de
producdo de semente por planta (Pro) e nimero de sementes por fruto (Nsf) mostraram medidas

de KMO inaceitaveis de KMO, 0,37 e 0,46, respectivamente (Tabela 13), contudo a maioria
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dos caracteres avaliados mostraram estar inter-relacionados aceitavelmente (KMO maior de
0,50) por uma varidncia comum (DAMASIO, 2012; FIELD, 2005; HAIR et al., 1987),

consequentemente, estes ndo inviabilizaram a analise.

Tabela 13. Correlagdo fenotipica entre caracteristicas morfo-agrondmicas e Adequagao
da Amostra de Kayser-Meyer-Olkin para cada varidvel na diagonal em progénies de
Plukenetia volubilis.!

Pro Pmf Pms TamSem Nsf Race Pis LarFru
Pro 0,37* -0,44™ -0,00 0,05 -0,10 -0,13 -0,44™ -0,06
Pmf 0,52° 0,62™ 0,49™ 0,27 0,09 0,31 0,11
Pms 0,54* 0,58™ -0,07 0,05 0,02 0,37
TamSem 0,76* 0,03 0,07 0,07 0,26
Nsf 0,46* 0,16 0,38" -0,18
Race 0,56* 0,62™ 0,58
Pis 0,65* 0,30
LarFru 0,532

* %% Significativo pelo teste-t a0 1% e 5% de erro, respectivamente. 'Pro — Produgdo de semente por
planta; Pmf - Peso médio de frutos; Pms — Peso médio de sementes; TamSem — Tamanho de semente; Nsf
— Numero de sementes por fruto; Race — Comprimento do racemo da inflorescéncia; Pis — Comprimento
do pistilo; LarFru — Largura de fruto verde.

A PCA indicou que trés componentes explicaram 73% da variagao total (Tabela 14). As
caracteristicas com cargas altas no componente 1 parecem ter relagdo com genotipos que
apresentam um maior nimero de sementes por fruto (Nsf), mas que se relaciona negativamente
com o caractere de producao de semente (Pro) e comprimento do pistilo (Pis). O Componente
2, a caracteristicas associadas aparentam ter relagdo com genotipos com maior tamanho de
sementes (TamSem) ou peso médio de sementes (Pms) e frutos (Pmf). Por outro lado, o
Componente 3 mostrou relagdo com genotipos com maior comprimento de racemo (Rac) e a
largura de fruto (LarFru).

A PCA determinou que as variaveis peso médio de fruto (Pmf), peso médio de sementes
(Pms), largura do fruto (LarFrut) e comprimento do racemo floral foram mais importantes e
discriminatorias que as variaveis de tamanho de sementes (TamSem) e comprimento de pistilo
(Pis); estes por sua vez, mas importantes que as variaveis de numero de sementes por fruto
(Nsf) e producao de sementes (Pro) (Tabela 14).

Existe interesse por combinagdes hibridas dos acessos mais produtivos em sementes,
tais como os gen6tipos Shanao, Am07, Dos de Mayo, Aucaloma e Cuzco. Consequentemente,
de acordo a distancia representada nos escores dos componentes 1-3, ¢ recomendavel o
cruzamento do geno6tipo Shanao com os genotipos Am07, Aucaloma, Dos de Mayo e Cuzco

(Figura 3), bem como Dos de Mayo ou Am07 com os gendtipos Cuzco, Aucaloma. Esta
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conclusdo coincide com a comparacdo da média das coordenadas dos genotipos nos trés
primeiros componentes principais, onde o acesso Shanao foi significativamente diferente aos
outros acessos ja mencionados (Tabela 15). Da mesma forma, os genétipos Dos de Mayo e

AmO7 apresentaram diferenca significativa com os gen6tipos Cuzco, e Aucaloma (Tabela 15).

Tabela 14. Componentes principal (CP), Autovalores (1)), variancia explicada (S2),
variancia cumulativa (Cum.) e cargas totais associadas aos primeiros trés componentes
em progénies de P. volubilis.!

S? Cum.

Correlagdes entre as variaveis e os trés primeiros componentes *

P & (%) % Nsf Pro Pis Pms Tam Pmf Rac Lar
sem Fru

1 2,67 33 33 0,73 -0,67 -0,63 -0,11 -0,10 0,50 0,16 -0,27
2 1,76 22 55 -0,10  -0,10 -0,10 0,90 0,82 0,76  -0,11 0,25
3 1,42 18 73 -0,11  -0,10 0,58 0,10 0,03 -0,10 0,89 0,84
4 0,95 12 85
5 0,45 6 90
6 0,33 4 95
7 0,26 3 98
8 0,16 2 100

Importancia relativa dos
caracteres para a 0,54 0,46 0,74 0,82 0,67 0,87 083 0,84

diversidade dos acessos °
Pro — Produgdo de semente por planta; Pmf - Peso médio de frutos; Pms — Peso médio de sementes; Tam
sem — Tamanho de semente; Nsf — Numero de sementes por fruto; Rac — Comprimento do racemo da
inflorescéncia; Pis — Comprimento do pistilo; LarFru — Largura de fruto verde.* Método de Rotagdo:
Obliqua com normalizagdo de Kayser. ® Soma dos quadrados das correlagdes de cada variavel com os trés
componentes principais.

Tabela 15. Comparacdo de médias entre doze progénies de P. volubilis em relacdo a
caracteristicas morfoagrondmicas agrupadas em trés componentes principais (CP).»®

Acessos CP1 Acessos CP2 Acessos CP3
Jodo Guerra 1,369 a Shanao 1,296 a Novo Horizonte 1,741 a
Aml3 0,867 a Novo Horizonte 1,131 a Shanao 1,433 a
Am21 0,751 a Aml3 0,936 a Joao Guerra 0,907 b
Sao Pedro 0,517 a AmO07 0,580 a Am21 0,120 C
Ponto Renato 0,283 a Sao Pedro 0,459 a Aml7 0,108 C
Shanao 0,168 a Aucaloma -0,014 b Ponto Renato -0,061 C
Aml7 0,044 a Ponto Renato -0,190 b Aucaloma -0,075 ¢
Aucaloma -0,468 b Aml7 -0,199 b Sao Pedro -0,300 ¢
Cuzco -0,740 b Am21 -0,461 b Cuzco -0,433 ¢
Novo Horizonte -0,838 b Dos Mayo -0,577 b AmO07 -0,753 d
AmO07 -0,937 b Joao Guerra -1,130 ¢ Dos Mayo -1,202 d
Dos Mayo -1,015 b Cuzco -1,831 ¢ Am13 -1,486 d

® Médias seguidas por letras diferentes diferem significativamente segundo o teste de Skott-Knott a 5% de
probabilidade.
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Figura 3. Padrdo de estrutura genética morfoagronémica de progénies de sacha-inchi
(Plukenetia volubilis), baseado na distancia euclidiana dos escores de trés primeiros

componentes principais. Circulos escuros representam as progé€nies mais produtivas em
sementes.
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O método de agrupamento Componentes Principais coincidiu com o método de
agrupamento hierarquico de Ligagdo Média entre Grupos, UPGMA (Figuras 3 e 4). A analise
mostrou distancias significativas entre os genotipos mais produtivos: Shanao, AmO07,
Aucaloma, Dos de Mayo e Cuzco, confirmando a viabilidade de cruzamentos entre estes
(Figura 4). No entanto, pela similitude genética, a combinagao hibrida entre os genotipos Dos

de Mayo e Am07 ndo ¢ recomendavel (Figura 4).
Aml7

P. Rena :'—’7
Am21

Auca
S. Ped
D. May

AmO07

Aml3

Cuzco
J. Gue
Sha 1

N. Hor '

. 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
0 27 54 82 1.09 1.36 1.64 191 2.19 246 2.73

Distancia euclidiana média
Figura 4. Dendograma obtido pelo método UPGMA, a partir das dissimilaridades entre doze
acessos de Plukenetia volubilis, baseado na distancia euclidiana dos escores de trés primeiros
componentes principais. Coeficiente de correlacdo cofenético: r = 0,805. Acessos: P.Rena =
Ponto Renato; S.Ped = S@o Pedro; Auca = Aucaloma; D.Mayo = Dos de Mayo; J.Guera = Jodao
Guerra; Sha = Shanao; N.Hori = Novo Horizonte.

Houve alta correlagdo entre a distdncia euclidiana média baseada nos escore dos trés
primeiros componentes principais € a distdncia de Mahalanobis baseada nas oitos caracteristicas
(r = 0,83), a qual indica viabilidade do método de componentes principais para analisar o
agrupamento entre genotipos (Figura 5, Tabela 16). Gotelli e Ellison (2016) indicam que as
posicdes dos escores dos componentes principais gerados da PCA tém a mesma distancia
euclidiana entre si que os dados originais no espago multivariado, sendo possivel manter os
padrdes de agrupamento entre as amostras ou os gendtipos (CRUZ et al., 2012). Este explicaria
a similitude no padrdo de agrupamento dos genotipos no método hierdrquico-UPGMA, usando
tanto a matrizes originada do escores da PCA como aquele originada da matriz de mahalanobis

(Figura 4 e 6).
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Figura 5. Correlacdo entre a matriz de dissimilaridade baseada na distancia euclidiana média
baseada nos escores dos trés primeiros componentes principais e distdncia de mahalanobis
baseada nas oito caracteristicas morfoagronomicas. Coeficiente de correlagdo cofenético:
r=0,83, significativo pelo teste de Mantel = p<0,01.
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Tabela 16. Dissimilaridade entre Progenitores de sacha-inchi baseado na Distancia Euclidiana
Me¢dia acima da diagonal, obtida a partir dos escores dos trés primeiros componentes Principais.
Distancia de Mahalanobis abaixo da diagonal, obtida a partir das oito varidveis originais em sacha-

341
1,07
2,54
3,68
2,28
2,18
2,56
3,66
2,77
2,50
3,27

inchi.

ACES. DMAY SHA SPED CUZ Aml7 AUC Am07 Aml3 Am21 PREN JGUE BHOR
DMAY 344 206 150 1,73 137 124 243 221 1,77 3,23
SHA 133 1,96 3,75 2,00 2,10 255 3,02 227 211 276
SPED 2 66 262 091 1,12 1,53 133 1,04 073 2,17
cuz 21 134 40 1,89 1,87 244 337 210 197 2,60
Aml7 39 56 10 44 0,57 1,52 2,12 0,75 0,29 1,81
AUC 24 63 6 33 18 1,02 2,16 1,31 0,77 2,36
AmO07 18 104 34 51 47 36 1,98 2,17 1,60 3,32
Aml3 61 99 31 77 33 43 92 2,13 191 3,20
Am2] 64 83 31 38 23 37 82 61 0,57 1,20
PREN 69 56 36 50 23 38 85 46 12 1,73
JGUE 87 85 52 49 53 51 108 99 21 28
BHOR 154 28 96 188 78 98 107 144 147 113 159

Progenitores: PREN= Ponto Renato; SPED = Sao Pedro; AUC = Aucaloma; DMAY = Dos de Mayo; JGUE = Jodo

Guerra; SHA = Shanao; NHOR = Novo Horizonte.

S. Ped
Auc E
Aml7
D. May ]
Am07
Cuzco
Am21
P. Ren :—|
J. Gue |
Aml3
Sha |
N. Hor J
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
0 10.8 2161 3242 4322 54.03 64.84 75.64 86.45 97.26 108.07

Figura 6. Dendograma obtido pelo método UPGMA, a partir das dissimilaridade entre doze
acessos de Plukenetia volubilis, baseado na distancia de Mahalanobis. Coeficiente de
correlagdo cofenético: r = 0,79. Acessos: P.Ren = Ponto Renato; S.Ped = Sdo Pedro; Auca =
Aucaloma; D.May = Dos de Mayo; J.Guera = Jodo Guerra; Sha = Shanao; N.Hor = Novo
Horizonte.
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CONCLUSAO

As coordenadas dos Componentes Principais sdo adequados para analisar a diversidade
genética em sacha-inchi, tanto por métodos univariados como por métodos multivariados.

E recomendavel as seguintes hibridagdes: Cuzco x Dos de Mayo, Cuzco x Aucaloma,
Shanao x Cuzco, Shanao x Aucaloma, Shanao x Dos de Mayo, Shanao x AM-07, Dos de Mayo
X Aucaloma.

O acesso Shanao ¢ um gendtipo com caracteristicas de frutos e inflorescéncias de maior
tamanho que os acessos Dos de Mayo, Aucaloma, AM-07 e Cuzco. Este tltimo apresenta frutos

e inflorescéncias maiores do que os acesso Dos de Mayo, Aucaloma e AM-07.
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CAPITULO 1V - ANALISE MULTIELEMENTAR DO PISTILO FLORAL E
GERMINACAO DE POLEN DE SACHA-INCHI

Resumo

Estudos de viabilidade do polen de sacha-inchi s3o escassos. Contudo, podem ser uteis a
conservacdo de polen armazenado e hibridacdo artificial em programas de melhoramento,
visando promover a sincronia entre dispersao do pdlen e receptividade do estigma floral. Para
que se obtenha um meio para germinacdo de polen é necessario simular as condigdes
aproximadas do estigma e pistilo floral. Dessa forma, o objetivo do estudo foi realizar a andlise
multielementar do pistilo floral sob fluorescéncia de raio-x por refledo total e analisar diferentes
meios de cultura liquidos na germinagdo de polen. Quatro estdgios de desenvolvimento do
pistilo floral foram analisados, os quais foram representados por A). Os estagios foram: (A)
flores pequenas com estigma fechado: ovario pouco desenvolvido e estigma fechado; (B) flores
totalmente desenvolvidas com estigma fechado: ovario pouco desenvolvido e estigma fechado;
(C) flores totalmente desenvolvidas com estigma aberto: ovario pouco desenvolvido e estigma
aberto; (D) flores fecundadas com estigma aberto: ovario desenvolvido e estigma aberto. Os
meios de cultura analisados para germinacdo foram: 10% de sacarose + 0,01% de H.BO. +
0,03%, 0,06 ou 0,09% de Ca(NO.)..4H.O + 0,01% de KNO. + 0,02% de MgSO..7H.O; 10% de
sacarosa + 0,01% de H.BO.; 10% de sacarose + 0,03% de Ca (NO.)..4H.O; 10% de sacarose +
0,01% de H.BO. + 0,03% de Ca(NO.)..4H.O; 10% de sacarose. A germinacdo em meio de
cultura de germinagdo foi correlacionada com teste colorimétrico a base do corante Azul de
Lactofenol, para identificar o método mais simples de andlise de viabilidade de polen para uso
em programa de melhoramento. O estagio inicial de desenvolvimento do pistilo (A) apresentou
significativamente mais calcio, potéssio, fosforo, enxofre e cloro que os estagios subsequentes.
Assim, o calcio foi um elemento importante para o ajuste do meio de germinagdo. A
andlise multielementar do pistilo floral sob fluorescéncia de raio-x por reflexdo total auxilia
visando melhor germinacao do polen. O meio de cultura composto por 10% de sacarose e 0,03%

de Ca(NO.)..4H.O proporcionou maior porcentagem de germinacdo do pdlen.

Palavras-chave: Plukenetia volubilis, viabilidade de polen, espectrofotometria de raio x.
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Abstract

Sacha-inchi pollen viability studies are scarce. However, conservation of stored pollen and
artificial hybridization in breeding programs may be useful, aiming to promote synchrony
between pollen dispersion and floral stigma receptivity. In order to obtain a medium for pollen
germination, it is necessary to simulate the approximate conditions of the stigma and floral
pistil. Thus, the aim of the study was to perform a multielemental analysis of the floral pistil
under x-ray fluorescence by total reflection and to analyze different liquid culture media in
pollen germination. Four stages of development of the floral pistil were analyzed, which were
represented by A). The stages were: (A) small flowers with closed stigma: poorly developed
ovary and closed stigma; (B) fully developed flowers with closed stigma: poorly developed
ovary and closed stigma; (C) fully developed flowers with open stigma: poorly developed ovary
and open stigma; (D) fertilized flowers with open stigma: developed ovary and open stigma.
The culture media analyzed for germination were: 10% sucrose + 0.01% H.BO. + 0.03%, 0.06
or 0.09% Ca(NO.)..4H.O + 0 0.01% KNO. + 0.02% MgSO..7H.O; 10% sucrose + 0.01% H.BO;
10% sucrose + 0.03% Ca(NO.)..4H.O; 10% sucrose + 0.01% H.BO. + 0.03% Ca(NO.)..4H.O;
10% sucrose. Germination in germination culture medium was correlated with a colorimetric
test based on Lactophenol Blue dye, to identify the simplest method of pollen viability analysis
for use in a breeding program. The initial stage of pistil development (A) had significantly more
calcium, potassium, phosphorus, sulfur and chlorine than subsequent stages. Thus, calcium was
an important element for the adjustment of the germination medium. Multielemental analysis
of the floral pistil under x-ray fluorescence by total reflection helps to improve pollen
germination. The culture medium composed of 10% sucrose and 0.03% Ca(NO.)..4H.O

provided the highest percentage of pollen germination.

Keywords:: Plukenetia volubilis, pollen viability, x-ray spectrophotometry.
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INTRODUCAO

A viabilidade do podlen pode ser estimada usando métodos diretos baseados em
germinagao in vitro ou por meio de coloracao citoldgica. Porém, o método in vitro ¢ mais usado
nos estudos por ser mais eficiente, rapido e facil de obter as taxas de germinac¢ao (FLORES et
al., 2015). No entanto, estudos de viabilidade de pdlen in vitro e colorimétrico sdo escassos em
sacha-inchi. Dessa forma, pesquisas devem ser realizadas visando a otimizacdo de
metodologias.

Na literatura ¢ relatado que o ion célcio ¢ indispensavel na germinacgao in vitro de pdlen
de varias espécies de plantas com flores (86 espécies, incluindo 79 géneros representando 39
familias) (BREWBAKER ¢ KWACK, 1963). Os estudos indicaram que embora o ion célcio
ndo possa ser omitido do meio de cultura sem prejudicar a germinagao das espécies estudadas,
¢ provavel que outros ions necessitem estar presentes juntos ou separados tais como potassio,
magnésio e boro, com a finalidade de melhorar a atividade do célcio (ABDELGADIR et al.,
2012; BREWBAKER e KWACK, 1963; DINISCH, 2018). Por exemplo, em Jatropha curcas,
foi encontrado 81% de germinagdo de polen, usando o meio de Brewbaker e Kwack (1963)
(DINISCH, 2018), mas, em outro estudo houve 30% de germinac¢dao de polen, usando 1,3
mmol/L de dcido borico e 1,3 mmol/L de nitrato de calcio (ABDELGADIR et al., 2012).

Nem sempre ¢ facil otimizar o meio de cultura para germinacao in vitro. No entanto, a
analise multielementar pode ajudar a entender a constitui¢do do estigma e ajudar a elaborar o
meio de germinagao.

Nao existem estudos de analises multielementares do pistilo floral em sacha-inchi e de
receptividade do estigma para realizar a polinizagdo controlada. Estigmas de sacha-inchi sao
facilmente identificados, ja que as flores pistiladas sdo grandes. Em geral, o estigma esta
receptivo quando apresenta abertura total e turgida, por apresentar um bom desenvolvimento
do ovdrio e estilete (21 a 30 mm) (HUANSI, 2006). No entanto, para sacha-inchi, estigmas
abertos podem ser observados quando o estilete e o ovario sao bem menores que estes. O estilete
bem desenvolvido com estigmas bem abertos e turgidos podem ser observados também em
flores fecundadas. O tugor e a receptividade do estigma em sacha-inchi podem estar
relacionados com liberagdo controlada de K* em plantas. Além do K, CI” e agticares também
sd0 os principais solutos envolvidos nas mudancas de turgor em plantas (AHMAD e
MAATHUIS, 2014). Outro elemento importante na germinagao ¢ o célcio, poir ¢ um elemento
muito abundante nos principais tecidos das plantas com flores (TAIZ e ZEIGER, 2006).

Ressalta-se que o polen contém baixo teor de calcio (0,03%), o que explicaria a distribui¢ao
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uniforme de célcio ao longo das paredes do tubo polinico (BREWBAKER ¢ KWACK, 1963).
Além disso, o ion cdlcio ¢ o principal regulador do crescimento da raiz das plantas (TAIZ e
ZEIGER, 2006; THOR, 2019), o que explicaraia a semelhanca no crescimento da raiz e dos
tubos polinicos (BREWBAKER ¢ KWACK, 1963; THOR, 2019).

Neste contexto, a analise multielementar dos principais ions envolvidos no processo de
germinagao do polen poderiam ser determinados com a técnica de fluorescéncia de raio-x por
reflexdo total (BRANDT e LAZAR, 1958; KLOCKENKAMPER, 1990; ISO 18507, 2015) em
diferentes estdgios de desenvolvimento do pistilo para identificar os principais elementos
envolvidos na germinagao.

Desta forma, os objetivos do estudo foram 1) realizar a analise multielementar do pistilo
floral sob fluorescéncia de raio-x por reflexado total; ii) obter meio de cultura liquido adequado
para estudar a germinagao in vitro; iii) analisar a relacdo entre o teste de viabilidade de polen

in vitro e colorimétrico em sacha-inchi.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido no Labortatoio de Tecidos da Embrapa Amazonia Ocidetal
em Outubro de 2020, e usando acessos do Banco de Germoplasma de sacha-inchi da Embrapa

Amazonia Ocidental, em Manaus, Amazonas, Brasil (2° 53° 29,141 S ¢ 9° 58° 39.9” W).

Analise multielementar com fluorescéncia de raios X por reflexiao total (TXRF)

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro tratamentos,
considerando os estagios de desenvolvimento do pistilo floral. Os tratamentos foram: (A) flores
pequenas com estigma fechado: ovario pouco desenvolvido e estigma fechado (Figura 7); (B)
flores totalmente desenvolvidas com estigma fechado: ovério pouco desenvolvido e estigma
fechado; (C) flores totalmente desenvolvidas com estigma aberto: ovario pouco desenvolvido
e estigma aberto; e (D) flores fecundadas com estigma aberto: ovario desenvolvido e estigma
aberto. Cada tratamento foi avaliado em seis repeticdes de unico acesso. A unidade
experimental foi constituida por trés observacdes.

Pistilos de sacha-inchi foram secos a 70 °C por 48 h em estufa de circulagdo forcada de
ar. Em seguida, foram pesados e transferidos para tubo de plasticos pequenos (Eppendorf®).

Assim, em um tubo de rea¢do de 1 mL, constituido de 20 mg de amostra, 250 ul de Triton X-
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100 (C14H220(C2H40), a 1%, 10 ul de solugdo padrao de Galio (2 mL/L, Kraft GmbH,
Germany). Apds homogeneizacdo, 10 ul de cada amostra foram colocados em suportes de
cristal de quartzo e secos ao ar. Os dados de TXRF foram coletados durante 1000 s sobre um
espectrofotdmetro TXRF S4 T-STAR® com um tubo de raio-x (Alvo de Mo, 50 kV, 1000 pA).
Os espectros de TXRF foram observados, e todos os elementos identificados, usando o
programa computacional AXIL.

A concentragdo dos elementos magnésio, aluminio, fésforo, enxofre, cloro, potassio,
calcio, cromo, manganés, ferro, niquel, cobre e zinco foram calculados por referéncia do padrao
de galio em cada amostra. O interesse nesses elementos, justifica-se por sua fun¢do na
constitui¢do das plantas. Além de serem considerados fontes de nutrientes, sdo essenciais na

manuten¢do da atividade osmotica ou sua participagdo como cofatores de reagdes enzimaticas.

Figura 7. Flores pistiladas de sacha-inchi em diferentes fases de desenvolvimento. (A) flores
pequenas com estigma fechado: ovario pouco desenvolvido (A.2) e estigma fechado (A.1); (B)
flores totalmente desenvolvidas com estigma fechado: ovario pouco desenvolvido (B.2) e
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estigma fechado (B.1); (C) flores totais desenvolvidas com estigma aberto: ovario pouco
desenvolvido (C.2) e estigma aberto (C.1); (D) flores fecundadas com estigma aberto: ovario
desenvolvido (D.2) e estigma aberto (D.1).

Os dados foram realizados pelo programa computacional SPSS IBM versao 24.0. Para
avaliar as diferengas entre os estagios de desenvolvimento do pistilo, foi realizado o Teste de
Kruskal-Wallis. Para determinar diferencgas entres as médias dos tratamentos, com p-valor <

0,05 sendo considerado significativo, foram realizados os Testes de Mann-Whitney U.

Germinacao in vitro

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com sete tratamentos de
meios de cultura com sete tratamentos e trés repeti¢des. A unidade experimental foi constituida
por cinquenta polens do mesmo acesso.

Os tratamentos foram constituidos de meios de cultura adaptados Brewbaker e Kwack
(1963), representados por: 1. 10% de sacarosa; 2. 10% de sacarosa + 0,01% de H3BOs; 3. 10%
de sacarosa + 0,03% de Ca (NO3)2.4H20; 4. 10% de sacarosa + 0,01% de H3;BO3 + 0,03% de
Ca(NO3)2.4H20; 5. 10% de sacarosa + 0,01% de H3BO3 + 0,03% de Ca(NO3)2.4H>O + 0,01%
de KNO3 + 0,02% de MgS0O4.7H20; 6. 10% de sacarosa + 0,01% de H3;BO3 + 0,06% de
Ca(NO3)2.4H20 + 0,01% de KNO3 + 0,02% de MgS04.7H20; 7. 10% de sacarosa + 0,01% de
H3;BO3 + 0,09% de Ca(NO3)2.4H20 + 0,01% de KNOs + 0,02% de MgS04.7H20. Os meios
foram diluidos em 4gua destiladas e o pH ajustado para 5,8.

Antes da coleta das flores para o estudo, um dia antes da antese, flores abertas foram
eliminadas de inflorescéncias previamente marcadas, ao redor de 16 h. Logo, no dia seguinte
as 8-9 h, flores abertas foram coletadas das inflorescéncias marcadas. Graos de polen de
aproximadamente setenta e cinco flores foram obtidos e transferidos para microtubos
(Eppendorf).

Flores de sacha-inchi foram colocados em microtubos com agua destilada e sacudidos
levemente. Apds 10 min, 10 pl de amostra foi puxado do fundo do tubo e colocado em ldminas
de microscopio. Depois, foi adicionado 40 pl de meio de cultura. As amostras foram mantidas
a temperatura ambiente por 1 h em cima de papel filtro imido em placas de Petri. Em seguida,
em relacdo a cinquenta polens, foi realizada a contagem do ntimero de pélens com presenca de

tubo polinico (porcentagem).
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Os dados foram submetidos a analise de varidancia (ANOVA). As médias dos

tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de erro.

Relacio entre o teste direto e indireto

A andlise de correlagdo entre o teste de viabilidade de pdlen foi realizada entre e o teste
direto e teste indireto. A unidade experimental foi constituida de 20 pdlens. Flores de dezoito
inflorescéncias foram coletadas, separadamente, de uma unica planta.

Para o teste direto foi usado a solucdo com agua destilada constituida de 10% de
sacarose + 0,01% de H3BOs + 0,03% de Ca (NO3)2.4H>O + 0,01% de KNOs; + 0,02% de
MgS04.7H0. Cinquenta 50 pl da solu¢do de germinacdo foram colocados diretamente na
lamina microscépica, formando uma gota, logo, as anteras das flores sdo esfregadas levemente
para conseguir a aderéncia do pdlen na gota. A presenga de polen foi observada em microscopio
até a obtencdo de aproximadamente vinte pdlens por ldmina. Apds o preparo das ldminas, o
po6len foi incubado por 1 h a temperatura ambiente e posteriormente foi analisado.

Para o teste indireto, foram usados 50 pl do corante Azul de Lactofenol 5% (40% de
glicerol, 20% de fenol, 20% de acido lactico e 4gua). Para a montagem do polen na lamina
microscopica foi realizado o mesmo procedimento para o teste direto. Apos preparo das
laminas, o polen foi observado 30 min apds ser corado.

Os dados foram analisados através da andlise de correlagdo e regressao linear a 5% de

€110.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise multielementar com fluorescéncia de raios X por reflexiao total (TXRF)

O teste de Mann-Whitney foi utilizado para analisar a diferenca entre as médias dos
tratamentos. A andlise mostrou que o estagio inicial (pequeno) de desenvolvimento do pistilo
contém, significativamente, mais célcio, potéssio, cloro, fosforo e enxofre do que os estagios
subsequentes (Tabela 17). No entanto, estudos futuros sdo necessarios a fim de verificar se ¢
um estagio de intensa atividade enziméatica propicio para a polinizacdo controlada. Brewbaker
e Kwack (1963) indicam que o célcio ¢ o elemento mais importante na germinacdo de polen

em varias espécies com flores, incluindo a familia Euforbidcea, como em sacha-inchi. Os
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pesquisadores também afirmaram que o potassio e magnésio provavelmente facilitam na
absorcao e ligacao do célcio. Por outro lado, o maior teor de potassio, cloro, fésforo e enxofre
no estagio inicial pode estar relacionado com maior turgéncia dos tecidos (AHMAD e
MAATHUIS, 2014). Este coincide com as observagdes de campo em sacha-inchi, onde a maior
quantidade de pdlen ¢ obtida nas primeiras horas da manha, enquanto nas horas da tarde, as
flores estaminadas atingem a murcha.

Tabela 17. Média do contetdo mineral em diferentes estagios de crescimento do pistilo
floral.»®

Estagio de Elemento quimico (mg/kg)

desenvolvimento do pistilo Mg Ca K P S Cl

e 6rgio analisado ®

Pequeno (Ova.,Esti. e 133100a 4079 a 28582 a 16043 a 26441 a 2454 a
Estig.)

Estigma aberto 114600a 1728 b 17832 ab 11568 ab 26114 a 2569 ab
(Ova.,Esti. e Estig.)

Estigma fechado 524100a 2907 b 22716 ab 8657 b 12020 b 1893 ¢
(Ova.,Esti. e Estig.)

Ovério bem desenvolvido 131949a  2656b 19391 b 10717 ab 30310 b 2223 ab
(Esti. e Estig.)

Média geral 133100 1808 22148 12700 24490 2112
Continuacio Mn Fe Ni Cu Zn

Pequeno (Ova.,Esti. e 17a 240 a 42 a 22a 25a

Estig.)

Estigma aberto 32a 383 a 77 a 3la 19a

(Ova.,Esti. e Estig.)

Estigma fechado 10a 169 a 28 a 14a 29 a

(Ova.,Esti. e Estig.)

Ovério bem desenvolvido 10a 100 a 2la 10a 3la

(Esti. e Estig.)

media geral 14 239 77 24 26

* Medianas seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem aignificativamente entre si, pelo método de
comparacdo multipla de Testes de Mann-Whitney, ao nivel de 5%.
®Orgaos analisados: Ova. = Ovario; Esti. = Estilete; Estig. = Estigma.

Os teores de Calcio (x2 (3) = 12,00, p < 0,05), Fosforo (x* (3) = 14,45, p < 0,05), Enxofre
(x2(3) = 19,83, p < 0,05), Cloro (x* (3) = 12,36, p < 0,05), Potassio (x> (3) = 12,00, p < 0,05)
foram significativamente diferentes nos estdgios de desenvolvimento do pistilo quando
analisado pelo teste de Kruskal-Wallis.

Os resultados inferem que ¢ provavel que a receptividade do estigma esteja acontecendo
na fase inicial de desenvolvimento do pistilo, coincidindo com os maiores teores de calcio,
potassio, cloro, fosforo e enxofre. Esta hipotese condiz com o insucesso de testes de
receptibilidade em flores pistiladas com estigma aberto de sacha-inchi realizadas neste estudo,
tipo a Figura 7C, usando perdxido de hidrogénio a 6% e o peroxtesmo (DAFNI E MAUES,
1998).
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A falta de normalidade e homocedasticidade dos dados, provavelmente, deve-se a
grande sensibilidade do método. Estudos futuros devem explorar métodos de padronizagao de
amostras, visando melhorar a quantificacdo. Assim, diferentes fontes de excitagdo tais como
tubos de molibdénio e tungsténio, tipos de agentes solventes tais como Triton X-100 e etanol

ou diluicdo das amostras podem ser testados (TESSARO e GROSS, 2018).

Germinacao in vitro

A presenca do ion célcio no meio de cultura foi eficiente para a germinacao do polen de
sacha-inchi. Além disso, também foi evidente que a retirada dos ions magnésio, boro e potassio
ndo limitavam a porcentagem de germinagdo (Tabela 18). Assim, ndo foi observada diferenca
significativa entre os meios de cultura constituidos de 10% de sacarose + 600 Ca + B + Mg +
K, 10% de sacarose + 300 Ca e 10% de sacarose + 300 Ca + B (Tabela 18, Figura 8A, B e C).
A média de germinagao entre os trés meios foi de 70%. Esses resultados coincidem com os
obtidos por Brewbaker e Kwack (1963), que indicam que o célcio promoveu a germinagdo de
polen de 87 espécies quando o boro foi retido. Mas contradiz a informacao de que a presenga
de outros ions, como 0 magnésio e potassio, podem estar presentes para permitir a atividade do
calcio.

Os resultados obtidos no presente estudo foram superiores que os de Viera et al. (2012).
Esses autores ndo obtiveram germinagdo em polens de oito variedades de Manihot esculenta
Crantz utilizando as mesmas concentragoes de Ca (NO3)2.4H>O (0,03%); KNO3 (0,01%);
MgS04.7H20 (0,02%) e H3BO3 (0,01%) do estudo. Vargas et al. (2009) registraram 13% de
germinagdo em polens de Ricinus communis L, que trabalharam também com as mesmas
concentragdes do meio de cultura ja mencionadas acima.

Por outro lado, Cuchiara et al. (2012) obtiveram 40% de germinacdo em polens de R.
communis, usando 10% de sacarose ¢ 0,004% de acido borico no meio de cultura. O uso de
poélen de flores em fase de pré-antese nos estudos foi diferente do presente experimento, no qual
foram utilizadas flores em fase de antese, o que possivelmente prejudicou o estado fisiologico
do pdlen, e refletiu em menor porcentagem de germinagdo. Neste sentido, estudos de
germinagdo de polen em Jatropnha curcas L., quando usaram o meio de cultura base de
Brewbaker e Kwack (1963) e pdlen fresco coletado no momento da antese, foram obtidos

valores semelhantes ao estudo, entre 71% (LI et al., 2010) ¢ 81% (DINESH, 2018).
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Para constatar esta hipotese, também foi realizado experimento de germinacao de pdlen
de flores abertas ap6s 12h, mantidas em agua destilada a temperatura ambiente, no qual nao
houve germinagdo em todos os tratamentos de meio de cultura usados no presente estudo.
Portanto, ¢ evidente que o0 momento da coleta do polen ¢ crucial para o sucesso da germinagao

in vitro de polen de sacha-inchi.

Tabela 18. Germinagdo de polen de sacha-inchi em diferentes meios de

cultura. *°
Tratamentos "Porcentagem de germinagao ‘
10% de sacarose 10% + 600 Ca+ B + Mg + K 81 a
10% de sacarose + 300 Ca 67 a
10% de sacarose + 300 Ca + B 64 a
10% de sacarose + 300 Ca+ B + Mg + K 60 ab
10% de sacarose + 900 Ca+ B + Mg + K 58 ab
10% de sacarose + B 31 bc
10% de sacarose 28 c

2 Ca fornecido como 0,03; 0,06 ou 0,09% de Ca(NOs3)2.4H-20, K como 0,01% de KNOs,
Mg como 0,02% de MgS04.7H20 e B como 0,01% de H:BOs. ® Médias seguidas por letras
iguais ndo diferemestatisticamente pelo testes de Tukey a 5% de erro.

Relaciio entre o teste direto e indireto

Houve relagdo negativa entre o teste direto (germinagdo in vitro) e o teste indireto
(colorimétrico) de viabilidade de pdlen em sacha-inchi (r = - 0,54; p = 0,022) (Figura 9). Este
resultado ¢ divergente do obtido por Vieira et al. (2012) em M. esculenta, que verificara que
ndo existe relacdo entre os testes de viabilidade de pdlen direto e indireto. Os pesquisadores
estimaram a viabilidade do pdlen maior que 90% no teste indireto, enquanto que o teste direto
ndo possibilitou a germinagdo da espécie.

No presente estudo a estimativa de viabilidade do pdlen no teste indireto teve em média
91% dos polens corados, diferente do teste direto que mostrou média 64% de poélen germinado.
No teste indireto o pdlen viavel apresentou coloragdo mais escura do que o nao viavel (Figura
8D, 8E).

O teste in vitro seria recomendavel para os estudos de viabilidade de pdlen, pois o
modelo de regressao para estimar a viabilidade do pdlen via o teste indireto foi baixo (Figura
9, R?2 = 29%). O teste in vitro ofereceu a vantagem de ndo precisar de estufa incubadora ou
ambiente controlado, ser facil de preparagdo, usando apenas sacarose, mais uma fonte de célcio,

bem como por ser eficiente no momento da avaliagao.
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CONCLUSOES

A germinagdo in vitro em meio de cultura liquida acrescido de 10% de sacarose 0, 03%
de 0,03% de Ca(NO3)2.4H>0 ¢ o melhor método para estimar a viabilidade de pdlen em sacha-
inchi.

O estagio inicial de desenvolvimento do pistilo apresenta mais ions calcio, potéssio,
fosforo, enxofre e cloro que os estagios subsequentes.

A analise multielementar do pistilo floral sob fluorescéncia de raio-x por reflexao total,
auxilia na identificagdo de elementos essenciais, para compor o meio de cultura para a

germinagdo in vitro da espécie.
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