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RESUMO

RODRIGUES, Haroldo Silva, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2013.
CARACTERIZACAO GENETICA, MORFOLOGICA E AGRONOMICA DE
GERMOPLASMA DE SACHA INCHI (Plukenetia volubilis 1..) NO ESTADO DO
AMAZONAS. Orientador: Aluizio Borém de Oliveira. Co-Orientadores: Maria Tereza
Gomes Lopes e Francisco Célio Maia Chaves.

Apesar de amplamente conhecida e rica em biodiversidade, a regido amazonica
ainda possui uma gama de espécies subexploradas e negligenciadas pela comunidade
cientifica, espécies essas que apresentam grande potencial de utilizagdo para o homem.
Apenas uma pequena fragdo dessa biodiversidade ¢ conhecida, estima-se que a riqueza
da flora amazonica compreende aproximadamente 30.000 espécies, cerca de 10% das
plantas de todo o planeta. A sacha inchi ¢ uma espécie nativa da amazonica com grande
potencial de uso para a industria farmacéutica e estética, pois possui alto teor de acidos
graxos mono e poliinsaturados no 6leo extraido de sua semente. Apesar de estudos
sobre caracteristicas desse Oleo serem encontrados na literatura, existe uma grande
caréncia de trabalhos que mensurem a diversidade genética entre genotipos de sacha
inchi. A Embrapa Amazonia Ocidental, situada no municipio de Manaus, possui um
Banco de Germoplasma de sacha inchi composto por 37 acessos. O presente trabalho
teve como objetivo estudar a diversidade genética entre e dentro dos acessos
componentes dessa colecdo por meio de marcadores moleculares e caracteristicas
fenotipicas relacionadas a producdo de frutos e sementes. Foram utilizados marcadores
AFLP e os resultados obtidos, submetidos a analise de dissimilaridade por meio do
calculo do complemento aritmético do coeficiente de Jaccard e subsequente construgdo
dendograma pelo método UPGMA. Os dados fenotipicos coletados foram submetidos a
analise de varidncia e subsequente analise de agrupamento de médias pelo método
Skott-Knott, distancia generalizada de Mahalanobis e dendograma construido pelo
método UPGMA. Foi realizada ainda a analise de correlagdes candnicas e estudo da
diversidade entre e dentro dos acessos utilizando o método da AMOVA. Os resultados
obtidos mostram a existéncia de variabilidade genética entre os acessos estudados, o
estudo a nivel molecular mostrou estruturagdo geografica entre os acessos estudados, os
dados fenotipicos mostram que existe grande amplitude entre as médias de maioria das

variaveis consideradas neste trabalho, por outro lado ndao foi possivel detectar
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correlacOes estatisticamente significativas entre varidveis relacionadas ao fruto e
variaveis relacionadas a semente. Para fins de melhoramento genético deve-se adotar a
exploragdo da diversidade dentro dos acessos e optar por cruzamentos entre acessos

divergentes.



ABSTRACT

RODRIGUES, Haroldo Silva, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2013.
GENETIC, MORPHOLOGICAL AND AGRONOMIC CHARACTERIZATION
OF SACHA INCHI GERMOPLASM (Plukenetia volubilis L.) IN THE STATE OF
AMAZONAS. Adviser: Aluizio Borém de Oliveira. Co- Advisers: Maria Tereza

Gomes Lopes and Francisco Célio Maia Chaves.

Although widely known and rich in biodiversity, the Amazon still has a range of
species that are underexplored and neglected by science, these species may have great
potential for man. Only a fraction of the Amazon biodiversity is known. It is estimated
that the plant wealth comprises about 30,000 species, about 10% of plants from all over
the planet. The sacha inchi is a native plant from the Amazon, with great potential for
the pharmaceutical and cosmetic industry. This plant has high amounts of
monounsaturated and polyunsaturated fatty acids in the oil that is extracted from its
seeds. Studies on the oil characteristics are found in scientific journals. On the other
hand, there is a lack of studies that measure the genetic diversity among genotypes of
sacha inchi. Embrapa Western Amazon, located in Manaus, has a sacha inchi
Germplasm Bank which is composed of 37 accessions. This work was aimed to measure
the genetic diversity within and between accessions in this collection through molecular
markers and phenotypic traits related to fruits and seeds. AFLP markers were used and
the results obtained the genetic dissimilarity was calculating by the arithmetic
complement of Jaccard coefficient and subsequent construction cluster by using the
UPGMA method. The phenotypic data collected was subjected to variance analysis,
classified with average grouping by the Skott-Knott method, Mahalanobis distance
method and clustered by the UPGMA method. Also performed canonical correlation
analysis and the study of diversity within and between accessions using the method of
AMOVA. The results showed the following; the existence of genetic variability among
genotypes, the molecular analysis revealed geographic structure among accessions, the
phenotypic data affirmed that there is great variation between means of most of the
variables considered in this work, it was not possible to detect statistically significant

correlations between variables related to fruit and variables related to seed tough. For



breeding purposes, the exploration of diversity within the accessions and crosses

between divergent accessions should be adopted.
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1. INTRODUCAO GERAL

A Amazonia ¢ um dos mais importantes centros de biodiversidade, vérias e
importantes culturas para a agricultura do mundo, como mandioca, abacaxi, cacau,
borracha sdo originarias dessa regido (Clement et al., 2009). No entanto, numerosas
espécies de plantas amazonicas subexploradas com valor econdmico promissor ainda
permanecem pouco conhecidas e negligenciadas pela comunidade cientifica. Um
exemplo dessas espécies ¢ a Plukenetia volubilis L., popularmente conhecida como
“sacha inchi”.

A sacha inchi, também chamada “amendoim inca”, “amendoim selvagem”,
“inca inchi” ou “amendoim da montanha”, ¢ uma planta da familia Euphorbiaceae, que
cresce na floresta amazonica. Esta planta, amplamente cultivada no Peru, tem sido um
componente da dieta de varios grupos tribais nativas da regido (Hamaker et al., 1992).
No Brasil é conhecida como Amendoim da Amazénia ou Améndoa Lopo ¢ o cultivo ¢é
limitado a uma pequena parcela no seu ambiente nativo, ndo dispondo de profundos
estudos nem larga producio e industrializagio do seu azeite. E uma planta semi-perene,
trepadora lenhosa, produz frutos contendo capsulas com 3 a 5 cm de diametro,
geralmente com quatro 16bulos, podendo variar de trés a sete, contentdo uma semente
oleaginosa dentro de cada l6bulo (Krivankova et al., 2007).

O peso das sementes varia de 0,8 a 1,4 g e contém aproximadamente 54% de
0leo e 27% de proteinas. Sua composicdo ¢ de 33 a 35% de casca e 65 a 67% de
améndoa e possuem elevado teor de o6leo (35-60% do peso da améndoa), contendo
niveis elevados de 4cido graxo o-linolénico (omega-3) e linoleico (omega-6),
consequentemente, possuindo grande potencial para aplicacdes nas industrias alimentar
e farmacéutica ( Krivankova et al., 2007).

O teor de acido a-linolénico e acido linoleico atingi aproximadamente de 45% e
35% do total de acidos graxos poliinsaturados, respectivamente, enquanto que outros,
tais como 4cido graxo oleico (6mega-9), palmitico e estearico, também estdo presentes,
em pequenas proporcoes (Hamaker et al., 1992). Assim, a semelhanga de linhaga, o 6leo
de sacha inchi ¢ uma fonte significativa de 6mega-3 ¢ 6mega-6, sendo estes compostos
importantes para a prevencdo de doencas cardiacas, mostrando um efeito
hipocolesterolémico quando utilizado como suplemento.

Acidos graxos poliinsaturados sdo comprovadamente benéficos uma vez que
reduzem agregacgdes das plaquetas e os triglicerideos e, consequentemente, o risco de

doencgas cardiacas. Eles se classificam em Omega 6 ¢ dmega 3 e se diferenciam na



posicdo da primeira dupla ligagdo. Atualmente, os 4cidos graxos considerados
essenciais sao o a-linolénico e linoléico (Novello et al., 2010).

O é4cido o-linolénico e linoléico sdo considerados essenciais, pois nao sao
sintetizados pelo organismo humano, sendo necessaria a sua ingestdo. A partir destes
compostos sdo sintetizados outros &acidos graxos poliinsaturados de fundamental
importancia pelo corpo humano, como o acido araquiddnico, acido eicosapentaendico e
acido docosahexaenoico. A ingestdo desses acidos graxos ¢ importante para a prevengao
de doencas cardiovasculares, neuromusculares e durante a gravidez, mostrando também
efeito hipocolesterolémico ao ser usado como suplemento alimentar.

As doengas cardiovasculares sdo doengas genéticas complexas influenciadas por
varios fatores e tém sido considerados problemas de satde publica desde o comego do
século. Nesse quadro a nutrigdo através do consumo de uma alimentagao saudavel ¢ um
desafio para os consumidores, preocupando grande parte da populacdo brasileira e do
mundo, principalmente referente a ingestdo de alimentos ricos em gorduras e colesterol.
Atualmente, sabe-se que existem 23 4cidos graxos que sdo essenciais para o normal
crescimento e desenvolvimento e podem desempenhar um papel importante na
prevencdo e tratamento de doenga arterial coronariana, hipertensao, diabete, artrite,
doengas inflamatdrias, desordens autoimunes e cancer (Novello et al., 2010).

Estimasse que as doengas cardiacas causam aproximadamente 500.000
mortes/ano nos Estados Unidos. Recentes evidéncias de estudos de prevengdo
secundaria (quando a doenga ja foi identificada) sugerem que a suplementagcdo com 850
mg/dia de Omega-3, pode reduzir o risco de morte por doenga coronaria em 25% e
morte cardiaca subta em aproximadamente 45%. A American Heart Association (AHA)
recomenda cerca de 1,0 g/dia de Omega-3 para reduzir o risco de morte por doenga
coronaria ao nivel de preven¢do secundaria. Além disso, para os individuos sem doenga
conhecida (prevencdo primaria), a AHA recomenda o consumo de pelo menos duas
refeicdes de peixe por semana, esta quantidade poderia fornecer cerca de 500 mg de
Omega-3 por dia (Harris et al., 2004).

A atual dieta ocidental ¢ rica em Omega-6, isso ocorreu por causa da
recomendacao indiscriminada pela substituicdo das gorduras saturadas por Omega-6,
sendo o consumo de dmega-3 muito mais baixo atualmente por causa da diminui¢ao no
consumo de peixe, mesmo tendo este maior efeito protetor sobre certas doengas como as
doengas cardiovasculares (Novello et al. 2010).

Com o crescente aumento da erosdo dos recursos genéticos vegetais, a

preocupagdo principal por parte do melhorista ¢ com a diminuigdo ou perda da



variabilidade genética de espécies cultivadas e seus parentes silvestres, bem como de
variedades locais, gerando o estreitamento da base genética (Hallauer e Miranda, 1988).
A vulnerabilidade resultante do estreitamento da base genética s6 pode ser evitada com
introducdo de variabilidade, a qual depende dos recursos genéticos disponiveis, ou seja,
do germoplasma da espécie, sendo os bancos de germoplasma de grande importancia na
manuten¢do da variabilidade genética de uma espécie.

Para que a diversidade genética disponivel de um banco de germoplasma seja
utilizada, € preciso que os acessos sejam caracterizados e documentados de forma que o
melhorista possa identificar aqueles potencialmente tUteis para seu programa de
melhoramento. Alguns bancos de germoplasma dispdem desta informagdo em
catdlogos, enquanto outros a apresentam em bancos de dados informatizados, que
permitem a identificagdo de acessos com caracteristicas especificas, como reagdo a
doengas, teor de Oleo e proteinas, atributos morfologicos e fisiologicos, grupos de
maturagao e ciclo (Borém, 2009).

A caracterizagdo biométrica ¢ importante para identificacdo da variacao devido a
fatores intrinsecos das espécies bem como sua interagdo com o ambiente, além das
reacoes das populagdes, quando estabelecidas em outro ambiente, principalmente
quando a espécie possui ampla distribuicdo geografica e adaptacdo a diversos
ecossistemas (Rodrigues et al., 2006).

Antes da desenvolvimento de isoenzimas nos anos 60 os melhoristas lancavam
mao de técnicas de caracterizagdo morfologica para conhecer os materiais genéticos
existentes na colegdo; a partir de dados de caracterizagdo e avaliagdo, eles decidiam
sobre quais acessos deveriam ser incluidos no programa de melhoramento. Atualmente,
com o advento dos marcadores moleculares, os pesquisadores t€ém uma ferramenta que
pode auxilid-los na estimati¢do da diversidade genética existente no banco e na
determinagdo das relacdes genéticas entre materiais para definirem a direcdo de
cruzamentos ou a selecdo de progenitores, além de poder acompanhar a introgressao de
genes durante o processo de melhoramento em si (Pereira, 2009).

Marcadores moleculares t€ém sido usados com sucesso na andlise genética de
plantas e na caracterizagdo da variabilidade contida em Bancos de Germoplasma
(Ganga et al., 2004; Salla et al., 2002). A técnica de AFLP apresenta maior
repetibilidade e confiabilidade que as técnicas RFLP e RAPD, nas quais se baseia, nao
depende de hibridizacdo e digestdo parcial, que sdo fatores que geram a ndo
reprodutividade do RFLP. Além disso, a possibilidade de se empregarem condigdes

mais estringentes para o anelamento dos primers na reagdo de PCR resulta em maior



repetibilidade e robustez do AFLP, quando comparado com o RAPD (Caixeta et al.,
2009).

Devido ao seu valor informativo, estes marcadores de DNA tém sido de grande
utilidade para acessar diferencas genéticas entre individuos, populagdes e espécies. Essa
caracteristica tem permitido a sua aplicacdo em estudos filogenéticos e a discriminagdo
de variedades. O poder de discriminacdo e a confiabilidade deste marcador poderdo ser
uteis no registro de variedades, auxiliando testes de distingdo, homogeneidade e
estabilidade (Ridout e Donini, 1999).

A maioria dos estudos de diversidade genética baseia-se em informacdes de
locos amostrados aleatoriamente em populagdes ndo estruturadas hierarquicamente.
Dessa maneira, diversas medidas de dissimilaridade (distancia) tem sido proposta para
verificar o grau de similaridade e a variagdo genética em amostras de populacdes, com
aplicagdes variando em nivel individual, intrapopulacional e interpopulacional (Cruz et
al., 2011).

A diversidade genética entre e dentro de populacdes encontradas em suas
condi¢des naturais, em Bancos de Germoplasma ou desenvolvidas nos programas de
melhoramento genético pode ser predita pela diferenga entre os valores fenotipicos
mensurados em suas unidades (individuos, familias etc). Na caracterizagdo da
diversidade genética das espécies vegetais, animais e de microorganismos, 0s
pesquisadores tém o interesse de agrupar genotipos similares de maneira que as maiores
diferengas ocorram entre os grupos formados. Técnicas multivariadas, como analises
discriminantes, componentes principais, analise de coordenadas e de agrupamentos,
podem ser aplicadas nesse tipo de estudo. A adoc¢do de uma, entre as técnicas citadas,
varia de acordo com o padrao de resultado desejado e com a informagao disponivel, seja
ela caracteristica morfoldgica, fisioldgica, ecoldgica, ou genético-molecular (Diniz
Filho, 2000).

A quantificagdo da dissimilaridade genética ¢ um dos mais importantes
parametros estimados pelos melhoristas de plantas (Benin et al., 2003; Cruz et al.,
2011). Neste sentido, os métodos multivariados, em que diversos caracteres podem ser
dimensionados simultaneamente, t€ém oferecido contribui¢des efetivas na identifica¢ao
de genotipos para serem utilizados em programas de melhoramento genético de varias
culturas (Santos et al., 2000).

Coeficientes de (di)similaridade tém sido utilizados rotineiramente nas mais
variadas areas cientificas com o intuito de quantificar o grau de semelhanca ou

associacdo entre duas entidades, a partir de n varidveis. Com informacdes de



dissimilaridade entre pares de entidades ¢ possivel averiguar a formagdo de grupos, por
meio de métodos de agrupamento (Sneath e Sokal, 1973, Romesburg, 1984).

As estimativas de dissimilaridade atendem aos objetivos do melhorista por
quantificarem e informarem sobre o grau de semelhanca ou de diferenca apresentado
entre dois quaisquer genotipos. Algumas vezes, seus valores, por si sO, sdo de grande
utilidade, principalmente quando hé interesse em orientar hibrida¢des, concentrando
esforcos em cruzamentos em que ha diversidade genética entre genitores, sendo
indicativo de sua complementaridade génica (Cruz et al., 2011).

Em muitas situagdes, o pesquisador estd interessado em avaliar padroes de
agrupamento, formular e testar hipdteses sobre a similaridade ou diversidade obtida.
Contudo, em razdo de o numero de estimativas de dissimilaridade ser relativamente
grande, torna-se impraticavel o reconhecimento de grupos homogéneos pelo simples
exame visual daquelas estimativas. Assim, para realizar essa tarefa, devem-se utilizar
métodos de agrupamento ou de projecdes de distancia em graficos bi ou tridimensionais
em que cada coordenada ¢ obtida a partir da medida de dissimilaridade escolhida (Cruz
etal., 2011).

Nos métodos hierarquicos, os genotipos sdo agrupados por um processo que se
repete em varios niveis, até que seja estabelecido o dendograma ou o diagrama de
arvore. Nesse caso, ndo ha preocupacdo com o nimero 6timo de grupos, uma vez que o
interesse maios estd na “arvore” e nas ramificagdes que sdo obtidas. As delimitagdes
podem ser estabelecidas por um exame visual do dendograma, em que se avaliam
pontos de alta mudanga de nivel, tomando-os em geral como delimitadores do nimero

de genotipos para determinado grupo (Cruz et al., 2011).
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3. OBJETIVO GERAL

Caracterizag¢ao de aspectos moleculares, morfologicos e agronomicos de acessos

de sacha inchi do banco de germoplasma da Embrapa Amazonia Ocidental.



CAPITULO 1

DIVERSIDADE GENETICA EM ACESSOS DE SACHA INCHI UTILIZANDO
MARCADORES MOLECULARES AFLP
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Diversidade genética em acessos de sacha inchi utilizando marcadores

moleculares AFLP

Resumo

Sacha inchi (Plukenetia volubilis 1..) ¢ uma espécie nativa da regido amazonica, que
necessita de estudos de diversidade genética para possibilitar avangos em programas de
melhoramento visando estabelecer cultivares para a agricultura. O objetivo deste
trabalho foi estudar a diversidade genética entre acessos de sacha inchi com o uso de
marcadores moleculares AFLP (Amplified fragment length polymorphism). Foram
analisados 37 acessos de sacha inchi que pertencem ao Banco de Germoplasma da
Embrapa Amazonia Ocidental — CPAA. Para a obten¢do dos marcadores foram
utilizadas quatro combinac¢des de primers. Foi estimada a porcentagem de locos
polimorficos, realizada anélise de dissimilaridade entre os acessos por meio do célculo
do complemento aritmético do coeficiente de Jaccard e construcdo do dendograma. Os
primers revelaram 191 locos polimoérficos. Os resultados obtidos mostraram a existéncia
de uma estruturacdo geografica entre os acessos em func¢do de sua origem, gerando
informagdes consistentes e de alto valor para programas de melhoramento genético e de
conservagao da espécie.

Plavras-chave: Plukenetia volubilis, pré-melhoramento, Euphorbiaceae, Amazonia.

Introducio

A regido amazodnica possui grande variabilidade genética, a qual vem sendo
explorada pelo homem muito antes da época do descobrimento das Américas. No

entanto, uma grande por¢do das espécies que compde este bioma permanece
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parcialmente ou totalmente desconhecida pela sociedade cientifica, necessitando de
estudos para sua melhor compreensdo de suas populagdes e possiveis usos. Sacha inchi
(Plukenetia volubilis L.) ¢ uma trepadeira lenhosa nativa da regido amazdnica
pertencente a familia Euphorbiaceae, cujo 6leo retirado da semente possui qualidades
muito interessantes, possuindo grande potencial para uso farmacéutico, nutricional e
estético.

O oleo da sacha inchi ¢ composto por um alto teor de acido graxo insaturados,
aproximadamente 93% do total (Hamaker et al. 1992), do qual cerca de 45,2% ¢
composto de acido o-linoleico (Omega 3) e 36,8% 4cido linolénico (Omega-6)
(Follegatti-Romero 2009), que s3o acidos graxos essenciais e ndo sao sintetizados pelo
organismo humano, sendo necessdria a sua ingestdo. Esses dacidos graxos sao
precursores das prostaglandinas, tromboxanas e prostaciclinas, que sdo um grupo de
substancias que participam na regulacdo da pressdo sanguinea, freqiiéncia cardiaca,
dilatacdo vascular, coagulagdo sanguinea, lipolise, integridade das membranas celulares,
resposta imunologica, sistema nervoso central e inibem a agregacdo plaquetaria
(Novello et al. 2010).

A Embrapa Amazodnia Ocidental, localizada em Manaus, Amazonas, possui um
Banco de Germoplasma de sacha inchi compostos por 37 acessos coletados na
Amazonia brasileira. Apesar de se conhecer os beneficios do consumo do 6leo da sacha
inchi, ndo existem estudos de caracterizagao ou de diversidade genética sobre os acessos
componentes dessa cole¢do visando seu melhor conhecimento e disponibiliza¢do dos
dados para uso em programas de melhoramento.

Com o desenvolvimento de ferramentas para as analises genéticas em nivel
molecular, tornou-se possivel examinar em maiores detalhes a origem evolucionaria dos
genomas vegetais, assim como acessar o grau de variabilidade genética em grupos de

plantas (Ganga et al. 2004). A técnica AFLP tem muitas vantagens para estudos
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sistematicos, ela ¢ reproduzivel, rapida e confidvel, além de haver um ntimero ilimitado
de marcadores (Kardolus et al. 1998).

Este trabalho teve por objetivo estimar a diversidade genética entre acessos de
sacha inchi componentes do Banco de Germoplasma da espécie na Embrapa Amazonia

Ocidental — CPAA com o uso de marcadores AFLP.

Material e Métodos

Os 37 acessos de sacha inchi estudados sdo provenientes do Banco de
Germoplasma da Embrapa Amazdnia Ocidental- CPAA, localizada no municipio de
Manaus, no Estado do Amazonas, nas coordenadas geograficas 3°8’ S e 59°52°W. Entre
0s acessos, 25 foram coletados no interior do Estado do Amazonas, em 1992 e 12
coletados no sitio ‘“Nova Jerusalém” em Careiro Castanho-AM, localizada nas
coordenadas S 3°31°45,0°” e W 59°49°07,9”". Folhas jovens dos acessos foram coletadas
na Embrapa, colocadas em sacos plasticos com silica e armazenadas a -20°C no
Laboratorio de Melhoramento Vegetal da UFAM (Universidade Federal do Amazonas).

A extracdo do DNA foi realizada utilizando o detergente cationico CTAB 2%
(Cationic Hexadecyltrimethyl Ammonium Bromide) (Doyle e Doyle 1987), com
proteinase K, seguindo o protocolo otimizado por Ferreira e Grattapaglia (1998). A
quantificagdo foi feita pelo método comparativo em gel de agarose 1%, utilizando
marcadores com o peso molecular conhecido (50 e 100 ng). O gel de agarose foi corado
com brometo de etidio (Ferreira e Grattapaglia 1998) e visualizado em transluminador
UV.

Para as reacdes de digestdo do DNA, foi utilizada a combina¢do de enzimas de

restrigdo EcoRI/Msel. Utilizando 200 ng de DNA gendmico, 5,0uL do tampao One

Phor All 10X (OPA; Amersham), 0,5uL de solucdo BSA (Albumina de Soro Bovino)
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(10pg/pL), 0,5uL da enzima Msel (10 unidades/uL, New England Biolabs) e 0,4uL da
enzima EcoRI (12 unidades/pL, Gibco) em volume final de 50uL. As reagdes foram
realizadas a 37 °C por trés horas, em seguida as enzimas foram inativadas a 70 °C por
15 minutos.

Nas reagdes de pré-amplificacdo foram usados primers complementares as
sequéncias dos sitios das enzimas de restrigdo com um nucleotideo seletivo, onde foi
usada a combinagdo de iniciadores EcoRI-A/Msel-C. Os produtos da pré-amplificacdo
foram diluidos acrescentando-se 40uL. de 4dgua ultrapura para serem amplificados. Na
amplificacdo seletiva foram utilizadas onze combinagdes de primers em uma amostra
aleatoria de 10 individuos da cole¢do: EcoRI-AAC/ Msel-CAC, EcoRI-AAC/ Msel-CGC,
EcoRI-AAC/ Msel-CTC, EcoRI-ACA/ Msel-CCA, EcoRI-ACA/ Msel-CGC, EcoRI-ACA/
Msel-CAT, EcoRI-AGC/ Msel-CAC, EcoRI-AGC/ Msel-CAT, EcoRI-ATC/ Msel-CCA,
EcoRI-ATC/ Msel-CTC e EcoRI-AGT/ Msel-CGC. Os primers com maior nimero de
locos polimérficos foram amplificados em todos os individuos da colecdo (EcoRI-ACA/
Msel-CGC, EcoRI-AAC/ Msel-CAC, EcoRI-AAC/ Msel-CGC, EcoRI-ATC/ Msel-CCA).
Para as reacdes de amplificacdo seletiva via PCR (Polymerase Chain Reaction), 2,511
do produto da pré-amplificagdo diluido foram utilizados em termociclador (Techine TC-
512). Antes da aplicagdo das amostras para eletroforese foi realizada uma pré-corrida
conduzida sob poténcia constante de 50 W durante uma hora para aquecimento e
limpeza do gel. Apos a aplicacdo das amostras, a eletroforese foi realizada sob poténcia
constante de 50 W por aproximadamente 4 horas de corrida.

Para a revelagdo do gel usou-se o método de coloracdo com nitrato de prata
segundo o protocolo proposto por Creste et al. (2001). Os locos polimérficos foram
analisados para presenga/auséncia do fragmento amplificado. Na denominagdo dos
marcadores AFLP foi adotado um coédigo onde o primeiro caractere corresponde as

enzimas usadas na digestdo (EcoRI = E e Msel = M), o terceiro e o quarto caracteres
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foram numeros que identificaram as combinagdes de acordo com a variagdo nas
extensoes dos iniciadores. ApOs os quatro caracteres que identificam as enzimas ¢ a
combinagdo de iniciadores foi adicionado o tamanho do fragmento amplificado do loco
em numero de bases. A partir dos fragmentos obtidos foi construida uma matriz binéria,
onde um e zero indicaram presenca e auséncia de fragmentos, respectivamente.

A andlise dos dados foi realizada no Laboratério de Bioinformatica da
Universidade Federal de Vigosa, utilizando o software GENES (Cruz 2013). Os dados
da matriz binaria obtidos a partir dos marcadores moleculares foram na construgao de
uma matriz de dissimilaridade por meio do complemento aritmético do coeficiente de

Jaccard obtido pela expressao:

L

=1-(rd)
Sendo a, b e ¢, presenga de banda em ambos os acessos, presenca de banda no primeiro
e auséncia no segundo, auséncia no primeiro e presenca no segundo, respectivamente.

Para obtencdo do dendograma, a matriz de dissimilaridade foi utilizada no
método de agrupamento hierarquico da ligacdo média entre grupos (UPGMA). Como
regra geral, a constru¢do do dendograma ¢ estabelecida pelo gendtipo de maior
similaridade. Como regra geral para constru¢cao do dendograma, inicialmente o primeiro
grupo ¢ formado pelos gendtipos mais similares, logo em seguida calcula-se a distancia
entre este grupo e os demais genotipos, sendo novamente agrupados os individuos dos
grupos de maior similaridade. A distincia entre os grupos ¢ determinada pela média das
distancias entre pares de individuos pertencentes aos diferentes grupos, sendo uma

expressao geral para este métodos:

1. i

digpe = o dye T — iy dj,
i r] L 1

Em que d;;;, € a distdncia entre o grupo (i), com tamanho interno =; e ny,

7

respectivamente, caracterizando i, j € kK como individuos ou grupos (Cruz et al. 2011).
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Resultados e Discussao

Entre os onze pares de primers testados quatro foram polimorficos, sendo
observado um total de 191 marcas polimorficas. A Tabela 1 revela alta diversidade
genética entre grande parte dos acessos avaliados, o acesso A2U20 obteve
dissimilaridade em torno de 0,9 com onze acessos do Banco de Germoplasma, os
menores valores de dissimilaridade observados estdo entre o acessos A2M03 e A2MO04,
AIM3 e AIM4 e AIMI12 e AIM15 sendo 0,338, 0,368 e 0,373, respectivamente. A
distribuicdo dos valores de dissimilaridade em intervalos de classe podem ser
observados na Tabela 2, sendo a média 0,739 e a variancia 0,01, o valor da simetria
calculado foi de -0,649, mostrando que a distribuicao tem cauda inclinada para direita
(valores acima da média) e o achatamento (curtose) estimado de 3,47 indica que a
distribuicao em questdo € mais alta (afunilada) e concentrada que a distribuicdo normal
(lilliefors a=5%), observou-se que 37.24% dos valores encontram-se no intervalo de
classe que varia de 0,7 a 0,79 ¢ 69,22% de todas as observagdes possuem valores acima
de 0,7, mostrando predominancia de alta diversidade genética entre os acessos.

A andlise de agrupamento com base nas distancias genéticas (Figura 1)
mostrou relacdo entre grau de similaridade e a procedéncia dos acessos, no corte ao
nivel de fusdo 0,75*, estimado pelo indicie de Mojema. Nota-se que o grupo A ¢
composto por vinte e dois acessos, onde apenas um ¢ procedente dos acessos coletados
no sitio “Nova Jerusalém”, o grupo B por trés acessos coletados no sitio “Nova
Jerusalém”, o grupo C por cinco acessos coletados no sitio “Nova Jerusalém” e um do
interior do estado, o grupo D formado por dois acessos da Embrapa e o grupo E por um
acesso coletado no sitio “Nova Jerusalém” e outro da Embrapa, os acessos A1U28 e

A2U20 foram inseridos nos grupos F e G, respectivamente.
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O dendograma (Figura 1) mostra também a existéncia de estruturagdo
geografica dentro do Banco de Germoplasma, sendo os acessos do interior do estado
mais similares entre si quando comparados a similaridade estimada entre os acessos
coletados no sitio “Nova Jerusalém”, uma vez que a maior parte dos acessos do interior
ficaram concentrado no grupo A e os provenientes do sitio “Nova Jerusalém” formaram
grupos separados, podendo ser inferido que os acessos do interior possuem uma base
genética mais estreita que os demais. Por outro lado, a presenca do acesso A2U19
dentro do grupo formado por acessos do interior e a presenca acessos do interior entre
os grupos formados por acessos coletados no sitio “Nova Jerusalém” mostra que existe
algum grau similaridade genética, independente de sua procedéncia. Ao avaliar acessos
de mandioca utilizando marcadores RADP, Costa et al. (2003) constataram a eficiéncia
desse marcador no estudo da diversidade genética, embora ndo tenham conseguido
observar nenhuma estruturagdo geografica. Colombo et al. (2000) examinaram o
polimorfismo gerado por marcadores RAPD em 126 gendtipos de mandioca e
concluiram haver uma fraca estruturacdo genética na mandioca, o que pode ocasionar
sobreposi¢do de gendtipos de diferentes localidades.

Para a geracdo de uma populagdo segregante a partir de genitores divergentes,
¢ recomendado o cruzamento entre os acessos A2U20 e A1M14, A2U20 ¢ A2MO06,
A2U20 e AIMI11, A2U20 e A2U15, A2M08 e A1U29, A2U20 ¢ A2M10, A2U01 e
A1U28, A2U20 e A2MO0S5, A2U20 ¢ A1U29 e A2UI0 e A1U28, sendo essas as
combinagdes que mostraram a maior distdncia entre pares estimada pelo complemento
aritmético do coeficiente de Jaccard, respectivamente. O acesso A2U20 obteve os
maiores valores de dissimilaridade e ndo foi agrupado no dendograma estimado (Figura
1) em nenhum nivel de fusdo, sendo esse um potencial genitor para programas de

melhoramento utilizando acessos desse Banco de Germoplasma.
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Identificacdo de genitores com alta divergéncia genética tem sido objetivo de
muitos trabalhos de melhoramento (Ganga et al. 2004; Costa et al. 2006; Nick et al.
2010), para que na hibridagdo, ocorram segregagdes nas progénies que aumentem a
probabilidade de ocorréncia de genotipos superiores. Assim, a caracterizagdo de
germoplasma ¢ essencial para programas de melhoramento, assegurando a
disponibilidade de informagdes sobre os acessos do banco e facilitando o trabalho de
selecdo de possiveis doadores de genes, podendo também ser usada para eliminagdo de
duplicatas e prevenir a perdas de recursos genéticos, sendo fundamental para o sucesso
de um programa de melhoramento e produgao agricola da cultura.

O presente estudo permitiu a obtencdo de informagdes uteis para programas de
melhoramento além de gerar informagdes sobre o Banco de Germoplasma de sacha
inchi da Embrapa Amazonia Ocidental - CPAA, uma vez que ndo ha relatos na
literatura sobre trabalhos que tenham quantificado a variabilidade genética de acessos
dessa espécie utilizando marcadores AFLP, os quais permitem obter grande quantidade
de marcas e alto desempenho na geragcdo de dados. Krivankova et al. (2012) utilizaram
primers ISSR escolhidos aleatoriamente para estudar variabilidade genética em
populagdes naturais de sacha inchi provenientes de comunidades vizinhas da cidade de
Pucallpa no Peru, obtendo 16 bandas polimoérficas para um dos primers utilizados,
concluindo que a elevada taxa de bandas polimoérficas encontradas indicaram que os
marcadores ISSR foram polimorficos e informativos, portanto, aconselhavel para
estimar parametros genéticos dessa espécie em estudos futuros.

Os marcadores AFLP se mostraram consistentes para a avaliacdo da
variabilidade genética, detectando e quantificando a divergéncia genética entre os 37
acessos que compde o Banco de Germoplasma de sacha inchi da Embrapa Amazonia
Ocidental - CPAA, sendo possivel a obtencdo de um dendograma onde se observa a

estruturagdo geografica dos acessos em fungdo de sua origem. Os resultados obtidos
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servem de subsidio para futuros programas de melhoramento da espécie, auxiliando na
selecdo de possiveis progenitores.Apesar de valida, essa abordagem deve ser associada
ao desempenho dos acessos em condi¢des de cultivo, direcionando programas de

melhoramento na sele¢ao de acessos que se adaptam melhor as intempéries ambientais.
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TABELA 1 - Dissimilaridade genética observada entre 37 acessos de Plukenetia volubilis a partir de marcadores AFLP, sendo que a

diagonal superior apresenta os valores de dissimilaridades calculados pelo complemento aritmético do coeficiente de Jaccard

e a diagonal inferior mostra a analise grafica obtida a partir da matriz de dissimilaridade, onde cada cor representa uma

classe correspondente a porcentagem de dissimilaridade entre os acessos, sendo cada classe representada na legenda.

Acesso AIM01 AIM02 AIM03 AIM04 AIM05 AIM06 AIM07 AIMO8 AIMO9 AIMI0 AIM11 AIMI2 AIM13 AIM14 AIM15 A2M01 A2M02 A2M03 A2M04 A2M05 A2M06 A2M07 A2M08 A2M09 A2M10 A2U01 A2U02 A2U03 A2U15 A2U16 A2U19 A2U20 A2U22 A2U24 A2U27 A1U28 A1U29

AIMOI 0.773 0.672 0.687 0527 0.690 0.630
Anvoz [N 0.552 0.630 0726 0.778 0.771
0368 0.59 0.694 0.746
0.541 0.645 0.794
0738 0,611
0.571

0.720
0.650
0.616
0.514
0.724
0.722
0.831

0.635
0.744
0.738
0.702
0.640
0.788
0.782
0.556

0.543
0.761
0.646
0.642
0.589
0.727
0.737
0.674
0.602

0.737
0.800
0.758
0.806
0.648
0.828
0.653
0.761
0.708
0.618

0.597
0.697
0.667
0.681
0.581
0.797
0.734
0.608
0.579
0.547
0.589

0.773
0.684
0.671
0.649
0.743
0.827
0.897
0479
0.551
0.659
0.800
0.586

0.797
0.652
0.698
0.712
0.781
0.910
0.855
0.690
0.805
0.778
0.768
0.667
0.631

0.583
0.659
0.592
0.608
0.589
0.727
0.685
0.644
0.618
0.430
0.657
0.373
0.674
0.697

0.618
0.809
0.763
0.725
0.603
0.784
0.725
0.493
0.506
0.619
0.656
0.470
0.568
0.718
0.550

0.813
0.557
0.627
0.667
0.672
0.839
0.814
0.686
0.707
0.693
0.741
0.683
0.687
0.696
0.676
0.767

0.766
0.784
0.734
0.645
0.703
0.787
0.901
0.500
0.619
0.640
0.824
0.675
0.514
0.757
0.685
0.547
0.621

0.759
0.721
0.728
0.658
0.731
0.810
0918
0.480
0.583
0.588
0.831
0.636
0.472
0.733
0.652
0.600
0.597
0338

0.821
0.621
0.708
0.721
0.788
0.828
0.859
0.699
0.734
0.705
0.776
0.697
0.642
0.712
0.738
0.808
0.500
0.638
0.594

0.823
0.692
0.781
0.809
0.806
0.905
0.845
0.813
0.779
0.797
0.839
0.788
0.731
0.750
0.827
0.840
0.647
0.743
0.736
0.588

0.732
0.709
0.716
0.727
0.787
0.754
0.849
0.658
0.646
0.698
0.829
0.689
0.543
0.808
0.727
0.716
0.656
0.636
0.541
0.565
0.617

0.750
0.671
0.676
0.726
0.754
0.694
0.705
0.798
0.795
0.741
0.884
0.773
0.740
0.812
0.695
0.849
0.579
0.718
0.662
0.576
0.655
0.603

0.730
0.711
0.717
0.699
0.774
0.802
0.862
0.613
0.633
0.608
0.833
0.710
0.547
0.791
0.689
0.634
0.702
0.529
0.459
0.600
0.691
0423
0.659

0.745
0.809
0.806
0.797
0.772
0.860
0.833
0.819
0.750
0.753
0.729
0.813
0.859
0.862
0.818
0.814
0.818
0.849
0.855
0.867
0.808
0.785
0.912
0.725

0.724
0.838
0.785
0.738
0.790
0.727
0.885
0.696
0.662
0.737
0.862
0.734
0.677
0.891
0.815
0.706
0.833
0.729
0.704
0.823
0.825
0.645
0.871
0.592
0.500

0.645
0.829
0.729
0.647
0.731
0.689
0.818
0.750
0.720
0.658
0.866
0.848
0.785
0.890
0.707
0.775
0.788
0.714
0.709
0.831
0.868
0.694
0.829
0.655
0.623
0.632

0.600
0.813
0.758
0.672
0.700
0.623
0.776
0.760
0.744
0.606
0.850
0.817
0.781
0.879
0.747
0.803
0.763
0.740
0.733
0.794
0.814
0.701
0.812
0.642
0.625
0.551

oM

0.786
0.806
0.841
0.831
0.850
0.792
0.830
0.800
0.797
0.784
0.800
0.828
0.873
0.796
0.831
0.845
0.815
0.847
0.822
0.759
0.780
0.762
0.894
0.722
0.538
0.558
0.691
0.587

0.690
0.859
0.833
0.722
0.747
0.764
0.870
0.620
0.610
0.631
0.836
0.795
0.671
0.902
0.777
0.663
0.844
0.597
0.558
0.821
0.838
0.679
0.860
0.482
0.610
0.525
0.552
0.500
0.672

0.744
0.737
0.771
0.753
0.774
0.775
0.862
0.628
0.633
0.726
0.859
0.710
0.596
0.791
0.714
0.649
0.815
0.653
0.606
0.769
0.809
0.648
0.745
0.596
0.841
0.784
0.768
0.778
0.865
0.674

0.750
0.892
0.774
0.807
0.804
0.727
0.851
0.882
0.890
0.812
0.960
0.845
0.892
0.964
0.812
0912
0.902
0913
0.901
0.927
0.961
0.871
0.818
0.906
0.935
0.826
0.815
0.787
0.957
0.894
0.838

0.833
0.737
0.729
0.757
0.750
0.824
0.836
0.795
0.750
0.767
0.754
0.753
0.785
0.791
0.738
0.819
0.710
0.793
0.741
0.723
0.717
0.747
0.729
0.768
0.783
0.870
0.811
0.809
0.800
0.817
0.640
0.877

0.745
0.754
0.702
0.649
0.727
0.673
0.833
0.731
0.800
0.753
0.849
0.754
0.754
0.800
0.770
0.779
0.725
0.765
0.775
0.764
0.830
0.803
0.806
0.800
0.840
0.765
0.763
0.680
0.837
0.812
0.741
0.744
0.741

0.793
0.719
0.661
0.700
0.754
0.755
0.857
0.716
0.787
0.757
0.808
0.797
0.812
0.804
0.757
0.800
0.731
0.768
0.743
0.768
0.833
0.788
0.864
0.774
0.796
0.815
0.787
0.736
0.816
0.779
0.679
0.810
0.679
0.595

0.804
0.821
0.800
0.828
0.807
0.895
0.870
0.863
0.842
0.797
0.771
0.724
0.821
0.877
0.764
0.826
0.895
0.877
0.867
0.842
0.776
0.815
0.857
0.851
0.923
0.930
0.908
0.897
0.922
0919
0.795
0.907
0.817
0.857
0.813

0.717
0.764
0.758
0.712
0.678
0.823
0.754
0.760
0.727
0.714
0.647
0.667
0.829
0.825
0.680
0.700
0.859
0.835
0.827
0.848
0.833
0.855
0.935
0.830
0.706
0.776

0.809 |-
0.806 |-
0.796 |-
0.784 |
0.778
0.925 |

0.791
0.821
0.712
0.792

—100%

— 90%

— 80%

— 70%

— 60%

— 50%

— 40%

— 30%
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TABELA 2 - Distribuicao das estimativas de dissimilaridade nos intervalos de classe.

Intervalo de estimativa Numero de distancias no intervalo %
0 0 0
0,1-0,19 0 0
0,2-0,29 0 0
0,3-0,39 3 0,45
0,4-0,49 10 1,51
0,5-0,59 53 7,95
0,6 — 0,69 139 20,87
0,7-0,79 248 37,24
0,8 -0,89 188 28,23
0,9-0,99 25 3,75
1 0 0
Média 0,739 -
Variancia 0,01 -
Simetria -0,649 -
Achatamento (Curtose) 3,47 -
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FIGURA 1 - Dendograma de 37 acessos de Plukenetia volubilis, baseado na técnica
método hierdrquico da ligagdo média entre grupos (UPGMA), onde os
acessos procedentes do interior do estado estdo hachurados em cinza
escuro ¢ os provenientes do sitio “Nova Jerusalém” em cinza claro, a
linha vertical tracejada representa o corte estimado pelo método de
Mojema (0,75%) e A, B, C, D, E, F e G sdo os grupos formados a esse

nivel de fusdo.
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CAPITULO 2

ANALISE DA DIVERSIDADE GENETICA ENTRE ACESSOS DE SACHA

INCHI DETERMINADA ATRAVES DE CARACTERISTICAS FENOTIPICAS
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Genetic diversity analisys among access of sacha inchi through phenotypic

characteristics

Abstract

Although the Amazon region is the center of diversity of different species with some
economic value, a large number of species from this region remain under-explored and
neglected by science. Sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) is native to the Amazon
region, whose seed has high amount of monounsaturated and polyunsaturated fatty acids
that are interesting for the pharmaceutical industry and aesthetics, however this species
still requires genetic diversity studies to enable advances in breeding programs in order
to optimize its operation. Fruits and seeds from 25 accessions of sacha inchi were
collected from the Germplasm Bank of Western Amazon in Manaus-AM. Fruits and
seeds were mesured for genetic diversity and morphological characterization analysis.
The data was subjected to variance analysis, and subsequent means grouping analysis
by Skott-Knott method, Mahalanobis distance method, and UPGMA cluster method.
Canonical correlation analysis was also applied to the data along with study of diversity
between and within the accession AMOVA method was used. Differences were
observed among the averages for the variables analyzed, significant canonical
correlations for the groups tested could not be found. AMOVA showed that close to
60% of the observed variation is within the accession. The results show that there is
variability among accessions and the variation within the accessions should be explored
to obtain better results in breeding programs of this species.

Key-words: Plukenetia volubilis, Biometrics, Euphorbiaceae, Amazon.
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Analise da diversidade genética entre acessos de sacha inchi determinada através

de caracteristicas fenotipicas

Resumo

Apesar de a regido Amazonica ser centro de diversidade de diversas espécies de alta
importancia econdmica um grande nimero de espécies provenientes dessa regido
continuam subexploradas e¢ negligenciadas pela comunidade cientifica. A sacha inchi
(Plukenetia volubilis L.) ¢ uma espécie nativa da regido amazdnica cuja semente possui
alto teor de 4cidos graxos mono e poliinsaturados sendo uma espécie interessante para a
industria farmacéutica e estética, no entanto ainda necessita de estudos de diversidade
genética para possibilitar avancos em programas de melhoramento genético a fim de
otimizar sua exploragdo. Foi realizada coleta e biometria de frutos e sementes de 25
acessos do Banco de Germoplasma de sacha inchi da Embrapa Amazdnia Ocidental em
Manaus-AM. O objetivo do presente trabalho foi o estudo de diversidade genética e
caracterizacdo dos acessos a partir de dados fenotipicos. Os dados obtidos foram
submetidos a analise de variancia, e subsequente analise de agrupamento de médias pelo
método Skott-Knott, distdncia generalizada de Mahalanobis e dendograma construido
pelo método UPGMA. Foi realizada anélise de correlagdes canonicas e para estudo da
diversidade existente entre e dentro dos acessos foi utilizado o método da AMOVA.
Constatou-se diferenga significativa entre as médias para as varidveis analisadas, ndo foi
encontrada nenhuma correlagdo canénica significativa para os grupos de varidveis
analisados, a AMOVA mostrou que aproximadamente 60% da variacdo observada esta
dentro dos acessos. Os resultados obtidos mostram que ha variabilidade entre os acessos
estudados e que se deve explorar a variacdo dentro dos acessos para obtengdo de

melhores resultados em programas de melhoramento da espécie.

27



Plavras-chave: Plukenetia volubilis, Biometria, Euphorbiaceae, Amazonia.

Introducio

A Amazoénia ¢ um dos mais importantes centros de biodiversidade, varias e
importantes culturas para a agricultura do mundo, como mandioca, abacaxi, cacau e
borracha sdo originarias dessa regido (Clement et al., 2009). No entanto, numerosas
espécies de plantas amazonicas subexploradas e com valor econdmico promissor ainda
permanecem pouco conhecidas e negligenciadas pela comunidade cientifica. Um
exemplo dessas espécies ¢ a Plukenetia volubilis L., popularmente conhecida como
“sacha inchi’’, uma cultura com potencial para uso farmacéutico e estético (Krivankova
et al., 2007).

A planta foi usada por pré-incas e Incas ha 3.000 anos, sendo evidente a
interpretagio da planta em vasos nas tumbas incas. E uma espécie semi-perene,
trepadora lenhosa, produz frutos contendo capsulas com 3 a 5 cm de diametro,
geralmente tetralobulada, podendo ocorrer cinco a sete l6bulos, com uma semente
oleaginosa dentro de cada lobulo. O peso das sementes varia de 0,8 a 1,4 g e contém
cerca de 54% de o6leo e 27% de proteinas (Krivankova et al., 2007). O 6leo contém altos
niveis de acidos graxos insaturados (Follegatti-Romero et al., 2009; Hamaker et al.,
1992) chegando atingir até 93% do total. Hamaker et al. (1992) encontraram: 45,2% de
acido o-linolénico, 36,8% de 4cido linoléico que sdo 4cidos graxos poliinsaturados,
9,6% de oléico ¢ 7,7% de saturados.

Até a década de 1940, os centros de origem eram considerados fontes ilimitadas
de variabilidade genética (Borém, 2009). As expansdes de fronteiras agricolas e urbanas
ocupam o habitat natural de numerosas espécies de plantas e animais, € a substituicdo de

cultivares domésticas e ragas locais (landraces) resultam em erosdo na diversidade
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genética de espécies de plantas nativas ou a sua extingdo (Villalobos et al., 1991). A
manuten¢do da variabilidade genética de uma espécie em Bancos de Germoplasma ¢
uma alternativa para evitar a perda desses recursos genéticos. Para que a diversidade
genética disponivel no banco de germoplasma seja utilizada, é preciso que os acessos
sejam caracterizados e documentados de forma que o melhorista possa identificar
acessos uteis para seu programa de melhoramento (Borém, 2009).

Embora a composicao e as propriedades da sacha inchi sejam relativamente bem
conhecidas e o seu cultivo ja tenha se expandido para a regido do Alto Solimdes (AM) e
Manaus (AM), até o momento ndo foram identificadas informagdes na literatura sobre
seu cultivo e diversidade genética. Esse trabalho teve como objetivo a mensuragdo da
diversidade genética entre genoOtipos de sacha inchi que compde o Banco de

Germoplasma de sacha inchi da Embrapa Amazdnia Ocidental.

Material e Métodos

O Banco de Germoplasma de sacha inchi da Embrapa Amazonia Ocidental,
localizado em Manaus-AM nas coordenadas 3°8’S ¢ 59°52°W, ¢ constituido atualmente
por 37 acessos dos quais 25 foram coletados no interior do estado no ano de 1992 e os
12 restantes foram coletados no sitio “Nova Jerusalém” em Careiro Castanho-AM,
localizada nas coordenadas S 3°31°45,0°”, W 59°49°07,9"".

Entre todos os acessos componentes do banco, os 25 coletados no interior do
estado encontram-se em estagio reprodutivo e foram utilizados neste trabalho, o restante
foi recentemente introduzido e ainda encontra-se em estagio vegetativo. O Banco de
Germoplasma estd dividido em duas éreas, apresentadas no codigo utilizado para
identificacao de cada acesso como Al e A2, representado area 1 e area 2, sendo que nao

existe qualquer divisdo em fun¢do da origem dos acessos nessas duas areas. A Embrapa
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Amazonia Ocidental vem realizando a coleta e biometria de frutos e sementes da
espécie de frutos dos acessos que estdo em fase reprodutiva a mais de um ano.

Foram coletados cinco frutos por acesso utilizado e realizadas analises
morfoldgicas em frutos secos. Foram contados o niimero de 16bulos por fruto, e aferidos
o peso do fruto, altura do fruto e nimero de sementes por fruto. As variaveis peso do fruto
e altura do fruto foram obtidas por gravimétrica em balanga eletronica e de paquimetro
digital, respectivamente. Foram obtidas as medidas de distancia entre os lobulos dos frutos,
denominadas comprimento 1 e comprimento 2. O comprimento 1 representou a medida de
distancia para os pares de 16bulos mais distantes entre si € 0 comprimento 2 para 0s pares
de l6bulos que apresentaram menor distancia, para os frutos que apresentaram niimero
impar de lobulos o comprimento 1 foi obtido da forma anteriormente mencionada, o
comprimento 2 foi obtido pela média aritmética das distancias entre os lobulos restantes.
As sementes foram retiradas de cada fruto e foram mensurados peso, didmetro e
comprimento de cada semente (Coutinho et al., 2010). Foi calculada a relagdo massa de
semente/massa de fruto e nimero de sementes por lobulo para determinar o rendimento
de semente.

O processamento dos dados foi realizado no Laboratdrio de Bioinformatica da
Universidade Federal de Vigosa, utilizando o software GENES (Cruz, 2013). Para a
estimagdo da distancia genética entre os acessos, foi realizada analise de variancia em
delineamento inteiramente casualizado, sendo considerando acessos como a fonte de
variagdo e cada fruto uma repeti¢do, Lyra et al. (2012) utilizaram a mesma estratégia
para obtencdo da varidncia residual. A partir dos dados obtidos da analise de variancia
(médias de todos os acessos e matriz de covariancia residual) as médias foram

agrupadas pelo método de Skott-Knott a 5% de probabilidade e obtida a matriz de
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dissimilaridade através do calculo da distancia generalizada de Mahalanobis,

representada pela expressao:

-
=

D: = §w1s

onde Dfi-, ¢ a distancia entre um acesso i € um acesso i, 8'= [d; d, ... d)],
sendo d; = Y- Y;;e Y;; a média do i-ésimo genotipo em relagdo a j-€sima caracteristica.

A matriz de dissimilaridade obtida foi usada na construgdo do dendograma por
meio do método hierarquico da ligagdo média entre grupos (UPGMA). Como regra
geral, a construcdo do dendograma ¢ estabelecida pelos gendtipos de maior

similaridade. Uma expressdo geral para obtencdo das médias ndo ponderadas entre

grupos pode ser apresentada da seguinte maneira:

Tt T;

e = ey e + — iy djy
i 7 L 7

em que dy;;, ¢ a distincia entre o grupo (i), com tamanho interno n; e n,
respectivamente, caracterizando i, j € kK como individuos ou grupos (Cruz et al. 2011).
Posteriormente foi realizado o estudo da corrclagdo entre as variaveis
relacionadas ao fruto e as variaveis relacionadas a semente através da estimacgdo das
correlacdes canoOnicas. As varidveis foram divididas em dois grupos, o grupo I foi
composto pelas variaveis peso de sementes, diametro da semente e comprimento da
semente, o grupo II foi composto pelas varidveis nimero de l6bulos por fruto, peso do
fruto, altura do fruto e comprimento 1 do fruto. As varidveis comprimento 2 do fruto e
rendimento foram retiradas da analise por apresentarem problema estatistico de
multicolinearidade com as variaveis peso de semente e diametro de sementes.

Para analise da variacdo existente dentro de cada acesso foi estimado a matriz

de distancia euclidiana pela expressao:
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onde ¥;; ¢ a observagdo no i-¢simo acesso para a j-€sima caracteristica, padronizada pela

expressdo (Z =X;/S.), sendo obtida a matriz de dissimilaridade entre individuos
(fruto). A partir dessa nova matriz de dissimilaridade foi obtida a diversidade entre e
dentro dos acessos pelo método da AMOVA (analise de varidncia molecular) descrito
por Excoffier et al. (1992), o qual produz estimativas de componentes de variancia
analogas as estatisticas F de Wright. A matriz de dissimilaridade ¢ particionada,
agrupando as informagdes entre os pares de acessos dentro de cada fruto. O esquema da
AMOVA ¢ mostrado na Tabela 1. Sendo as somas de quadrado obtidas pelas

expressoes:

P

1 D
5QTotal = ET, SQDentro = Z N
=1 :

onde N ¢ o numero total de observacgdes e n representa o nimero frutos amostrados por

e SQEntre = 5QT — 5QD

acesso.
Uma vez estimados os quadrados médios, as esperancas dos quadrados médios
foram obtidas considerando o modelo de dois fatores:

Ye;‘ =u+ E +De}'

sendo ¥;

:; a medida de dissimilaridade entre pares de frutos (j) no acesso (i), u a

constante do modelo, E; efeito da subpopulagio i € D;; o efeito da dissimilaridade entre

os pares de individuos j no acesso i. Os estimadores dos componentes de variancia que

expressam as diferenciagdes dentro e entre dos acessos foram obtidos por meio de:

7 _ 4 ME—QMD
¢} =QMD ¢ oI =P
2

-, “A . 3 A .
onde o; ¢ o componente de variancia dentro de acessos e @, o componente de varidncia

entre acessos.
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Resultados

O agrupamento das médias obtido utilizando o método de Skott-Knott pode ser
observado na Tabela 2. Para as variaveis naumero de lobulos por fruto, comprimento de
semente e rendimento de semente pode ser observado a formagdo de dois grupos, as
variaveis altura do fruto, comprimento 1 do fruto, peso da semente ¢ peso total de
sementes formaram trés grupos e entre as médias das variaveis peso do fruto,
comprimento 2 do fruto e variavel didmetro da semente pode-se observar a formacgao de
quatro grupos a 5% de probabilidade.

O agrupamento utilizando a matriz de dissimilaridade obtida pela distancia de
Mahalanobis mostrou a formacdo de quatro grupos entre os acessos avaliados,
evidenciando baixa diversidade genética entre os acessos (Figura 1), o corte foi
realizado ao nivel de 58,61%%*, estimado pelo método de Mojema.

A analise de correlagdes candnicas mostrou associacdes lineares entre os super
caracteres estimados. As correlagdes entre pares de super caracteres e suas respectivas
significancias testadas pelo teste de qui-quadrado podem ser observados na Tabela 3.

Os resultados da AMOVA mostram a decomposi¢do da varidncia total em
variancia entre e dentro dos acessos. O resultado da AMOVA pode ser observado na
Tabela 1, mostrando também a porcentagem da varidncia presente entre e dentro de

aceSsSos.

Discussiao

O teste de agrupamento de médias realizado (Tabela 2) mostra a formacao de
grupos para todas as varidveis analisadas, mesmo na variavel numero de l6bulos por
fruto, que possui uma baixa amplitude entre médias, foi possivel identificar diferengas

significativas, resultando na formagdo de dois grupos distintos, sendo que apenas quatro
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acessos foram agrupados no grupo a. Na variavel peso de frutos, entre os quatro grupos
formados, o grupo a foi composto por sete acessos, enquanto o grupo d, composto pelas
menores médias, possui apenas trés acessos. A formagdo de grupos nas varidveis
comprimento 1 do fruto e comprimento 2 do fruto mostra que existe maior variagdo
significativa entre o comprimento 2, no qual foram formados quatro grupos. As
medicdes dessas duas varidveis ndo foram baseadas em metodologia cientifica pela
caréncia de trabalhos que direcionem estudos de biometria na sacha inchi, assumindo
que o tamanho do fruto esteja relacionado com o tamanho das sementes, a mensuragao
das dimensdes do fruto mostram-se necessarias, a metodologia utilizada no presente
trabalho mostrou-se valida e eficiente para agrupar as médias dos genotipos avaliados.
A variavel altura do fruto apresentou uma boa amplitude entre as médias dos acessos,
resultando na formagdo de quatro grupos, uma particularidade desses resultados dessa
variavel foi que o grupo a foi composto por apenas um acesso enquanto o grupo ¢ por
quinze acessos. As varidveis peso da semente e peso total de sementes possuiram
médias variando de 1,218 a 0,695 e 4,872 a 2,800 respectivamente, pode se observar
que o maior valor ¢ aproximadamente duas vezes o menor. Sabendo que o principal
produto da sacha inchi € o 6leo, ¢ economicamente interessante a producao de sementes
com maior massa, visando incremento na produtividade na lavoura. As varidveis
diametro da semente e comprimento da semente também mostraram grande variagdo
entre as médias obtidas, a variavel rendimento, teve como maior média 0,627,
proveniente do acesso AIMI11, entdo para esse acesso espera-se obter em média 0,627
gramas de semente para cada grama de fruto produzida. Diferengas significativas
utilizando esse método de agrupamento de médias sdo comumente observadas em
trabalhos avaliando genotipos de espécies da familia euphorbiaceae (Lyra et al. 2012;

Silva et al. 2010; Melo et al. 2008).
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A identificagdo de alguma estruturagdo geografica no dendograma apresentado
na Figura 1 foi dificultada pelo fato de ndo se ter informagdes sobre a origem de cada
um desses acessos do banco de germoplasma. A Uunica informac¢do que pode ser
atribuida a alguma divisdo dos acessos ¢ se ele esta localizado na area 1 ou na area 2 do
banco de germoplasma, sendo que mesmo utilizando essa informagdo, ndo se pode
observar estruturagdo alguma no dendograma. Para o corte feito ao nivel de fusdo
0,5861 foram obtidos quatro grupos, sendo que o grupo A possui 20 acessos, dos quais
14 estdao localizados na area 1 no Banco de Germoplasma e seis estdo localizados na
area 2, analisando os subgrupos formados dentro do grupo A, observa-se que os acessos
da area 1 e da area 2 ndo apresentam padrao algum em suas posi¢des no dendograma. O
grupo B foi composto por 3 acessos pertencentes a area 2, dentro deste grupo pode ser
observado dois subgrupos, o primeiro subgrupo a 0,09% da distancia total agrupando os
acessos A2MO1 e A2MO5 e ao nivel de 0,14% da distancia total agrupando esse
subgrupo ao acesso A2MO04. Os grupos C e D foram constituidos pelos acessos A1MO05
e A2MO5 respectivamente.

Para os pares candnicos apresentados na Tabela 3, ndo foi observada
correlagdes significativas para os trés pares estimados, além de se observar baixa
amplitude nas associacdes obtidas. A correlagdo do primeiro par candnico possui um
valor de 0,6412, o que pode ser traduzido em um r* de 0,4111, todavia, pelo fato da nao
obtencdo de correlagdes significativas pelo teste de qui-quadrado deve-se tentar
associacoes entre diferentes conjuntos de variaveis apresentados no presente trabalho.
Ao testar a correlagdo canonica de um hibrido de mamoneira entre grupos de variaveis
de semente e plantula; plantula e planta adulta; plantula e produgdo e entre planta adulta
e producdo de graos, Brum et al. (2011) identificou que os grupos considerados nao sao

independentes e que ha uma relacgdo linear entre eles. Para o hibrido Lyra, as correlagdes
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canoOnicas significativas ocorrem somente entre os grupos de variaveis de plantulas e
plantas adultas e entre plantas adultas e de producao.

Ao se testar a diversidade entre e dentro de acessos utilizando o método da
AMOVA, foram geradas informagdes importantes para a adogdo de estratégias para
melhoramento da espécie. A Tabela 4 mostra os resultados obtidos, observa se que o
componente de variancia estimado para a variagdo dentro, com valor de 6,1568, ¢
superior ao de variancia entre acessos, representando 60,7887% da variagdo total, o
componente de varidncia estimado para a variagdo entre assumiu o valor de 3,9714 e
detem apenas 39,2113% da variagao total.

Os resultados do teste de Skott-Knott mostrou que existe varia¢ao significativa
entre as variaveis analisadas neste estudo e possibilidade de ganho na selecdo. Os
resultados obtidos pela AMOVA, indicam que a selecdo seria mais eficiente se feita
dentro dos acessos, selecionando individuos provenientes da mesma progénie, visando
explorar a0 maximo a vairagao obtida na segregacdo esperada. O estudo de correlagdes
canodnicas ndo apresentou resultados significativos, as varidveis utilizadas na biometria
de frutos que foram introduzidas nesse teste, ndo sdo um parametro confidvel para a
selecdo indireta de sementes, considerando também os caracteres mensurados na
semente. Na escolha de acessos para possiveis cruzamentos, pode-se dar preferéncia a
cruzamentos divergentes, o dendograma fornece informagdes que podem ser uteis na

selecdo de matrizes, devendo-se selecionar aquelas que estdo em grupos diferentes.
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Legendas de Figuras e Tabelas

TABELA 1. Analise de variancia molecular com dois niveis hierarquicos.

FV GL SQ QM E(QM)
Entre acessos p-1 SQE QME of +nal
Dentro de acessos N-p SQD QMT ol

Total N-q SQT ot

Sendo fonte de variagdo (FV), graus de liberdade (GL), a soma de quadrados estimada (SQ), os quadrados
médios estimados (QM) e as esperangas de quadrados médios (E(QM)), n representa o ntimero frutos

amostrados por acesso.
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TABELA 2. Teste de agrupamento de médias Skott-Knott (a=5%) para 10 variaveis avaliadas em 25
acessos de Plukenétia volublilis L. componentes do banco de germoplasma de sacha inchi
da Embrapa Amazonia Ocidental.

Numero de Lobulos por

Peso do Fruto

Comprimento 1 do

Comprimento 2 do

Altura do Fruto

fruto Fruto Fruto
Acesso Média Acesso Meédia Acesso Meédia Acesso Meédia Acesso Meédia
A2M06 4,6 a AIMI13 10,906 a AIMI3 49,664 a  A2MO09 50,404 a A1IMO5 25,096 a
A1IMO04 46 a AIMO7 10,452 a AIM14 49,622 a AIMI13 49,720 a AIMI10 22972 b
A2M04 45 a A2MO09 10,156 a AIMI12 48972 a AIMI12 49,678 a AlM14 22,848 b
A2MO08 44 a AIMIO 10,156 a A2M09 48,956 a AlMI4 49,462 a AIMI12 22,434 b
A2MO03 42 b AIMO8 9,970 a AIMI10 48802 a AIMOS8 47,970 a A2MO08 22,020 b
A2MO1 42 b AIMO5 9,928 a AIMI11 48,238 a  AIMI1 47,920 a A1IMO3 21,746 b
A1IMOS8 42 b AIMI2 9,888 a AIMO8 48,034 a AIMIO 47,908 a AIMO1 21.540 b
A1IMO5 42 b A2MO8 9422 b AIMO7 47,590 a  AIMO02 47,302 b A1IMO8 21.220 b
A2M10 40 b AIMO1 9,256 b AIMO02 47,306 a  AIMO7 47,298 b A2M09 20,996 b
A2M09 40 b AlIMI14 9,006 b A2MO07 46,910 a  A2MO7 46,806 b A2MO07 20,738 b
A2MO07 40 b AIMO3 8,940 b A2MO08 46,784 a  A2MOS8 46,690 b AIM11 20,432 ¢
A2MO5 40 b A2M04 8,715 b AIMO09 46,440 a  A2MO03 45,676 b AIMI13 20,172 ¢
A2M02 40 b AIMO4 8,698 b A2MO03 45,512 a  AIMO09 45,598 b AIMO06 20,002 ¢
AIMI15 40 b AIMO2 8,660 b AIMO04 44,536 a  AIMO3 45,014 b A1IMO7 19,892 ¢
AlM14 40 b AIMO09 8,602 b AIMO3 43,618 b AIMO04 44,782 b A2MO03 19,664 ¢
AIM13 40 b A2MO03 8,548 b AIMO06 43,396 b  AIMO06 43,254 ¢ AIMO04 19,280 ¢
AIMI12 40 b A2MO07 8,156 ¢ A2MO04 43,0600 b  A2MO06 43,066 ¢ A2M06 19,210 ¢
AIMI11 40 b A2MO1 7910 ¢ A2MO02 42,752 b A2MO02 42,954 ¢ A1IMO02 19,054 ¢
AIMI10 4,0 b A2MO5 7,866 ¢ A2M06 41,386 b A2MO04 42,357 ¢ A2M10 18.880 ¢
A1IMO09 40 b A2MO06 7,322 ¢ AIMI15 41,340 b AIMIS5 42,176 ¢ A1IMO09 18,728 ¢
A1IMO7 40 b AIMII 7,142 ¢ A2M10 40,382 ¢ AIMO1 40,938 ¢ A2M04 18,355 ¢
AIMO06 40 b A2MI0 6,970 ¢ AIMO1 39,940 ¢ A2MI0 40,878 ¢ AIMI15 18,354 ¢
AIMO3 40 b AIMO6 6,302 d A2MO5 39226 ¢ AIMOS5 39,762 d A2M02 18,048 ¢
A1IMO02 40 b A2MO02 6,300 d AIMO5 39204 ¢ A2MO5 39,588 d A2MO05 17,692 ¢
AIMO1 4,0 b AIMI5 5,976 d A2MO1 38,072 ¢ A2MO1 37,306 d A2MO1 16,748 ¢

Comprimento da

Peso da Semente Diametro da Semente Semente Peso Total de Sementes Rendimento
Acesso Média Acesso Média Acesso Média Acesso Média Acesso Média
A1IMI10 1,218 a AIMI1 20,133 a AIMO5 8916 a AIMI10 4874 a AlIMI11 0,627 a
A1IMO5 1,185 a AIMO7 19,923 a A1IMO02 8,771 a  AIMO5 4,740 a A2M10 0,550 a
AIMO02 1,162 a AIMI13 18,556 b AIMO7 8,770 a  AIMO02 4,648 a AIMO02 0,545 a
A2M04 1,156 a AIMI14 17,706 b A2M04 8,688 a A2M04 4,627 a A2M04 0,538 a
AIMI11 1,109 a AIMO8 17,290 b AIMI10 8,516 a AlMII 4,438 a A2MO1 0,520 a
AIMO7 1,105 a A2MO09 16,901 ¢ A2MO05 8,499 a  AIMO7 4,420 a A2MO05 0,512 a
AlM14 1,079 a AIMIO 16,872 ¢ A2M10 8,497 a AlIMI14 4318 a AIMI15 0,505 a
A2MO1 1,026 b AIMO02 16,519 ¢ A2MO1 8,477 a  A2MO1 4,098 b A2M02 0,498 a
AIM13 1,021 b AIMO5 16,414 ¢ A2MO08 8,394 a AIMI3 4,086 b A1IMO5 0,495 a
A2MO09 1,020 b AIMO3 16,190 ¢ AIM14 8,389 a  A2MO09 4,082 b AIMO06 0,488 a
AIMI12 1,010 b AIMO09 16,166 ¢ A1IMO3 8,385 a AlIMI2 4,040 b AIM14 0,483 a
A2MO05 0,997 b A2MO08 16,149 ¢ AlIM13 8,226 b  A2MO05 3988 b AIMI10 0,482 a
A2MO08 0,988 b AIMI2 16,052 ¢ A1IMO09 8,168 b  A2MO8 3,948 b A2MO07 0,456 b
AIMOS8 0,947 b A2M04 16,043 ¢ A2MO09 8,156 b AIMO8 3,788 b AIMO09 0,441 b
AIMO09 0,942 b A2MO1 15,758 ¢ A1IMO8 8,156 b AIMO09 3,770 b A2MO08 0,426 b
A2M10 0,940 b AIMO0O4 15,595 ¢ AIMI11 8,082 b A2MI10 3,760 b AIMO7 0,422 b
A2MO07 0,930 b A2MI10 15,416 ¢ A2MO07 8,063 b  A2MO07 3722 b A2MO03 0421 b
A2MO03 0,887 ¢ A2MO7 15,147 d A2MO03 7957 b A2MO3 3,548 ¢ AIMI12 0,410 b
AIMO3 0,814 ¢ A2MO06 15,087 d AIM12 7,928 b AIMO3 3,256 ¢ A2M06 0,396 b
AIMO04 0,813 ¢ A2MO03 14,724 d AlIMI15 7,903 b AIMO04 3232 ¢ A2M09 0,395 b
A2M02 0,788 ¢ A2MO02 14,472 d A2MO06 7812 b A2MO02 3,152 ¢ A1IMOS8 0,379 b
AIMO1 0,788 ¢ A2MOS5 14,201 d A2MO02 7,771 b  AIMO1 3,152 ¢ AIMI13 0,377 b
AIMI15 0,753 ¢ AIMO1 14,034 d AIMO1 7,741 b  AlIMIS5 3,014 ¢ AIMO04 0373 b
A1IMO06 0,743 ¢ AIMO6 13,920 d AIMO04 7,678 b AIMO06 2,974 ¢ AIMO3 0,369 b
A2MO06 0,695 ¢ AIMI5 13,906 d A1IMO06 7,486 b  A2MO06 2,800 ¢ AIMO1 0337 b

Médias seguidas

Knott (p < 0,05).

por mesmas letras minuscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
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TABELA 3. Correlagdes candnicas entre dois grupos de caracteres de frutos e sementes de sacha inchi,
onde o primeiro grupo ¢ composto pelas varidveis peso da semente, didmetro da semente e
comprimento da semente e o segundo grupo pelas varidveis numero de l6bulos por fruto,

peso do fruto, altura do fruto e comprimento 1 do fruto.

Pares Canonicos

Variavel 1° 2° 3°

Peso da Semente 1,60224 -0,3533 -0,3545
Diametro da Semente 0,23909 0,01851 0,9732
Comprimento da Semente -1,1019 1,25985 0,15341
Numero de Lobulos por Fruto -0,1678 -0,3287 -0,7544
Peso do Fruto 0,21802 1,22917 0,14382
Altura do Fruto 0,07998 -0,2276 -0,8249
Comprimento 1 do Fruto 0,78515 -0,8469 0,06811
r 0,641206 0,528236  0,180216
significancia NS NS NS
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TABELA 4. AMOVA de acessos de Plukenetia volubilis L., estimado a partir da matriz de
dissimilaridade entre os acessos e considerando dois niveis hierarquicos (entre e dentro de

acessos).

FV GL SQ QM ECV %
Entre 24 624 26 3,9714 39,2113
Dentro 100 616 6,1568 6,1568 60,7887
Total 124 1240,0029 10 10,1281 100

FV= fonte de variacdo, GL= graus de liberdade, SQ= soma de quadrados, QM= Quadrado médio, ECV=
estimativa de componentes de variancia, %= porcentagem da variagéo.
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FIGURA 1. Dendograma de 25 acessos de Plukenetia volubilis L. obtido pelo método de agrupamento
hieraquico UPGMA, a linha vertical tracejada representa o corte estimado pelo método de
Mojema (0,5861%) ¢ A, B, C e D sé@o os grupos formados a esse nivel de fusdo.
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4. CONCLUSOES GERAIS

O banco de germoplasma de sacha inchi da Embrapa Amazonia Ocidental
possui variabilidade genética que pode ser explorada em programas de melhoramento
genético da espécie. Os 37 acessos que compoes o banco mostraram diversidade entre si
bem como também uma estruturacdo geografica em fun¢do do local de origem dos
acessos. Os 25 acessos que submetidos ao estudo através de caracteristicas fenotipicas
mostraram que a variabilidade dentro dos acessos € maior que a variabilidade existente
entre eles. Com base no presente trabalho € possivel tomar decisdes para escolha de
genitores em um futuro programa de melhoramento da sacha inchi, que ¢ uma espécie

nativa da regido Amazonica.
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