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RESUMO

CAVALCANTE, Natan Ramos; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; fevereiro de 2019; GANHO GENETICO EM DIFERENTES
ESTRATEGIAS DE OBTENCAO DE FAMILIAS DE IRMAOS COMPLETOS E
ESTRUTURA POPULACIONAL EM MARACUJAZEIRO-AZEDO:; Orientador: Prof.
Alexandre Pio Viana; Conselheiros: Prof. Antbnio Teixeira do Amaral Junior e Prof.
Geraldo de Amaral Gravina.

O Brasil ao longo dos ultimos anos vem se descantando no cenario mundial como
maior consumidor e produtor do maracujazeiro. Mas alguns fatores, como falta de
cultivares adaptadas as condicdes climaticas das regides produtoras do Brasil tém
ocasionado perca na produtividade do maracujazeiro. Neste contexto, se tornam
importantes estudos voltados para o desenvolvimento de cultivares mais adaptadas
as condicBes edafoclimaticas das regides, melhorando assim, a produtividade e
contribuindo para o aumento da renda dos produtores. Deste modo, 0s objetivos
deste estudo foram estimar parametros genéticos e valores genotipicos pelo
procedimento REML/BLUP em familias de meios-irméaos de maracujazeiro-azedo;
analisar a relacdo entre caracteristicas produtivas e de qualidade fisico-quimicas
de frutos de maracujazeiro-azedo e seus desdobramentos em efeitos diretos e
indiretos; comparar a eficiéncia da técnica post-hoc blocking Row-Col em relacao
ao delineamento em blocos ao acaso; avaliar a diversidade genética e investigar a
estrutura genética de uma populacdo de maracujazeiro-azedo usando marcadores
microssatélites. Foram avaliadas 23 familias de meios-irm&os oriundas do terceiro

ciclo de selecao recorrente do programa de melhoramento genético da UENF. O
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ensaio foi realizado na unidade experimental da UENF em Itaocara - RJ. As plantas
foram conduzidas em espaldeira vertical, com quatro repeticdes e trés plantas por
parcela. Foram avaliadas as caracteristicas niumero de frutos por planta, massa de
frutos por planta (g), porcentagem de polpa (%), comprimento e diametro de frutos
(mm), espessura da casca (mm), teor de solidos sollveis totais (°brix), pH e
produtividade por planta (kg). Para realizar analise de trilha, a caracteristica
producado de frutos por planta foi considerada a variavel dependente e as demais
caracteristicas variaveis independentes. Para comparar a eficiéncia da técnica
post-hoc blocking row-col com o delineamento em blocos casualizados e comparar
diferentes estratégias de selecdo entre e dentro de familias de meios-irméaos,
utilizou-se a metodologia de modelos mistos REML/BLUP. Para a analise
molecular, o material utilizado na extracdo de DNA e na caracterizacdo agronémica
foi coletado no mesmo experimento descrito acima. Foram selecionados para
extragcdo de DNA 95 gendtipos pertencentes as 20 melhores familias de meios-
irmaos de maracujazeiro-azedo, tendo como critério os individuos mais produtivos.
Nos resultados do estudo, observou-se pela analise de trilha, que a selecao direta
de gendtipos com maior nimero de frutos ou massa média de frutos acarreta
aumento na producédo por planta, no entanto, a selecéo indireta é ineficiente em
promover ganhos simultaneos. Assim, pela verificacdo das correlacdes ao longo
dos ciclos de selecdo, pode-se afirmar que, apesar de a variavel producédo por
planta ser a mais importante, deve-se dar preferéncia para o uso dos indices de
selecdo, visto que ha& melhores possibilidades de obtencdo de ganho para
caracteristicas de qualidade e producao de frutos na selecdo entre as progénies de
meios-irmaos de maracujazeiro-azedo. Vale ressalta que ndo foi encontrada
diferenca estatistica no teste de eficiéncia dos delineamentos em todas as
caracteristicas avaliadas. A herdabilidade dentro das familias (h%d) apresentou
magnitude similar a herdabilidade individual (h2%a), inferindo que mesmo no quarto
ciclo de selecdo recorrente ainda ha variabilidade genética dentro das progénies
avaliadas. A melhor estratégia de selecdo foi dentro de familias por gerar
estimativas de ganhos de selecédo superiores a selecéo entre e a metodologia de
selecéo direta e indice de sele¢&o. Nos resultados da analise molecular, observou-
se variabilidade genética no quarto ciclo de selecao recorrente, no qual é possivel
dar continuidade ao programa, obtendo ganhos genéticos ao selecionar os

genaotipos superiores.



ABSTRACT

CAVALCANTE, Natan Ramos; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; february 2019; GENETIC GAIN IN DIFFERENT STRATEGIES FOR
OBTAINING FULL-SIB FAMILIES AND POPULATION STRUCTURE IN PASSION
FRUIT; Adviser: Alexandre Pio Viana; Committe Membrers: Antdnio Teixeira do
Amaral Junior e Geraldo de Amaral Gravina.

Over the last few years Brazil has been standing out in the world scenario as the
largest consumer and producer of passion fruit. But some factors such as lack of
cultivars adapted to the climatic conditions Brazilian producer regions have caused
a loss in the passion fruit productivity. In this context, it becomes important studies
aimed at the cultivars development more adapted to the region edaphoclimatic
conditions, thus improving productivity and contributing to the increase of producers'
income. Thus, the objective of this study was to estimate genetic parameters and
genotypic values by the REML / BLUP procedure in passion fruit half-sibs families;
to analyze the relationship between productive and physical-chemical quality
characteristics of passion fruit and their consequences in direct and indirect effects;
to compare the efficiency of the post-hoc blocking Row-Col technique in relation to
the randomized block design; to evaluate genetic diversity and to investigate the
genetic structure of a passion fruit population using microsatellite markers. Twenty-
three half-sibling groups from the third recurrent screening cycle of the UENF
genetic program were evaluated, and the test was performed at the UENF
experimental site in Itaocara - RJ. The plants were conducted in vertical, with four

replications and three plants per plot. The characteristics evalued were number of
X



fruit per plant, fruit mass per plant (g), percentage of pulp (%), fruit length and
diameter (mm), bark thickness (mm), total soluble solids content (°Brix), pH and
productivity per plant (kg). To perform path analysis, the characteristic fruit
production per plant was considered the dependent variable, and the other
independent variable characteristics. In order to compare the efficiency of the
blocking row-col post-hoc technique with the randomized block design and to
compare different selection strategies between and within half-sib families, the
methodology of mixed models REML/BLUP. For molecular analysis, the material
used in DNA extraction and agronomic characterization was collected in the same
experiment described above. A total of 95 genotypes were selected for DNA
extraction from the best 20 families of passion fruit half-siblings, with the most
productive individuals as criterion. In the study results, it was observed by the path
analysis that the direct selection of genotypes with greater number of fruits or
average mass of fruits leads to increase in production per plant, however, indirect
selection is inefficient in promoting simultaneous gains. Thus, by checking the
correlations over the selection cycles, it can be stated that, although the production-
per-plant variable is the most important, preference should be given to the use of
selection indexes, since there are better possibilities of obtaining gain for quality
characteristics and fruit production in the selection among the progenies of half-sibs
of passion fruit. No statistical difference was found in the design efficiency test in all
evaluated characteristics. Heritability within families (h%ad) presented similar
magnitude to individual heritability (hZ%a), inferring that even in the 4th cycle of
recurrent selection there is still genetic variability within the evaluated progenies.
The best selection strategy was within families by generating estimates of selection
gains greater than the selection between and the direct selection methodology and
selection index. In the molecular analysis results, genetic variability was observed
in the fourth recurrent selection cycle, in which it is possible to continue the program,

obtaining genetic gains when selecting the superior genotypes.
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1. INTRODUCAO

O maracujazeiro-azedo € originario da América Tropical, sendo mais de
150 espécies nativas do Brasil (Bernacci et al., 2015). Dentre estas, inclui-se a mais
importante comercialmente, o maracujazeiro-azedo (Passiflora edulis Sims.),
representando 95% dos pomares no pais, sendo também a espécie mais plantada
no mundo (Meletti et al., 2011). A produtividade no estado do Rio de Janeiro em
2017 foi de 14.075 kg ha, sendo ainda baixa quando comparada com a maior
produtividade brasileira que é do Distrito Federal com 34.600 kg hat ano (Ibge,
2017).

Essa baixa produtividade esta relacionada as técnicas inadequadas de
cultivo, problemas fitossanitarios e baixa utilizacdo de cultivares melhoradas que
sejam adaptadas as condi¢cdes edafoclimaticas da regido norte e noroeste
fluminense (Goncalves et al., 2007), o que tem ocasionado a reducéo da vida util
dos novos plantios (Lima et al., 2004, Cavichioli, et al., 2011). Neste contexto, para
contornar os efeitos desta baixa produtividade, a Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro vem desenvolvendo ha cerca de 20 anos o programa de
melhoramento genético do maracujazeiro-azedo, via selecdo recorrente
intrapopulacional, com a obtencao de resultados promissores (Viana et al., 2004;
Ferreira et al., 2016; Viana et al, 2016; Silva et al., 2017; Ribeiro et al., 2019).

Neste raciocinio, a metodologia de modelos mistos REML/BLUP vem
sendo uma Otima alternativa para a estimacdo de parametros genéticos, por

envolver a estimacdo dos componentes de variancia pelo método de maxima



verossimilhancga restrita (Restricted Maximum Likelihood - REML) e a predi¢ao dos
valores genotipicos pela melhor predicdo linear ndo viciada (Best Linear Unbiased
Prediction - BLUP), resultando num processo de selecao mais acurado (Resende,
2002; Alves e Resende, 2008; Viana e Resende, 2014).

Além disso, o programa de melhoramento genético do maracujazeiro-
azedo tem por finalidade obteng&o de gendtipos aprimorados para um conjunto de
caracteristicas. Deste modo, o conhecimento da natureza e magnitude das
correlacdes entre os caracteres é de fundamental importancia. De acordo com Cruz
et al. (1988) e Vencovsky e Barriga (1992), estudos dessa natureza fornecem
informacdes importantes para o melhoramento genético, como a possibilidade de
identificar a proporcéao da correlacdo fenotipica que é devida a causas genéticas;
verificar se a selecdo em um carater afeta outro; quantificar ganhos indiretos devido
a selecédo efetuada em caracteres correlacionados e avaliar a complexidade dos
caracteres.

As analises de correlacéo entre caracteristicas produtivas e de qualidade
de frutos sdo essenciais na determinacdo dos critérios de selecdo, todavia, a
magnitude e o valor das correlagbes ndo sdo suficientes para esclarecer as
relacdes entre as variaveis estudadas, pois pode ndo haver uma relacao real de
causa e efeito. Dessa maneira, um alto ou baixo coeficiente de correlacdo pode ser
o resultado do efeito de outras variaveis, sem revelar a exata importancia relativa
dos efeitos diretos e indiretos desses fatores (Cruz et al., 2004). A fim de reduzir
tais problemas, Wright (1921, 1923) propds a metodologia de analise de trilha, que
desdobra as correlacdes estimadas em efeitos diretos e indiretos de caracteres
sobre uma variavel basica. O sucesso da analise de trilha reside basicamente na
formulacdo do relacionamento causa-efeito entre as variaveis (Schuster, 1996),
bem como na experiéncia do pesquisador em desdobrar as correlagbes para as
caracteristicas de maior importancia agronémica (Cruz et al., 2004). Ao longo dos
altimos anos, essa técnica tem sido utilizada no estudo de diversas fruteiras
(Reynolds e Wardle, 1993; Okut e Akca, 1995; Negreiros et al., 2007; Lucio et al.,
2013; Santos et al., 2017).

Nos experimentos de campo com a cultura do maracujazeiro-azedo,
normalmente, sdo instalados em delineamento em blocos casualizados, o qual tem
objetivo de controlar as diferengas que ocorrem entre as parcelas ou unidades

experimentais. Espera-se que a heterogeneidade dentro dos blocos seja a menor



possivel, e adequada para a predicdo de parametros e valores genéticos.
Entretanto, esse tipo de delineamento, é eficiente somente quando a variabilidade
dentro do bloco é relativamente pequena, o que é raro quando um grande numero
de gendtipos é avaliado (Ramalho et al., 2000; Costa e Silva et al., 2001).

Deste modo, varias alternativas existem para este desafio em ambos os
estagios, seja no delineamento ou na analise estatistica, visando avaliar 0 maximo
de gendtipos com a maxima precisdo. Na fase de execucdo, delineamentos
experimentais mais eficientes que considerem algum controle da variacéo espacial,
pode ser implementado, tais como bloco incompleto e linha-coluna, pois utilizam
estratos menores e incompletos para agrupar os genotipos (Welham et al., 2014).
Na fase de analise, existem alternativas estatisticas, tais como analise espacial
(Gilmour et al., 1997) e a técnica post hoc blocking Row-Col (RC) que podem
fornecer melhorias relevantes na estimativa e predicdo de parametros (Gezan et
al., 2006). A utilizacdo da técnica RC é uma alternativa para a avaliagdo das
variaveis, pois trata-se de uma técnica posteriori, ou seja, € realizada apos a etapa
de execucdo do experimento e, portanto, € de baixo custo, a qual consiste na
sobreposi¢cdo de uma estrutura de blocos sobre o desenho do campo original
(Gezan et al., 2006), adicionando linhas e colunas, ajustando um modelo linear, de
modo que, além dos efeitos de blocos e tratamentos, estejam presentes os efeitos
de linhas e colunas, permitindo maior acuracia no tratamento das caracteristicas
fenotipadas na populacao (Silva et al., 2016).

Outro fator importante € o conhecimento da variabilidade e estrutura
genética de uma populacdo, o qual pode garantir o sucesso em longo prazo dos
programas de melhoramento genético. A diversidade e a estrutura genética
populacional sdo comumente estimadas utilizando marcadores microssatélites
(SSR - Simple Sequence Repeats) e ISSR — (Inter Simple Sequence Repeats). Os
marcadores moleculares ISSR quando comparados com outros tipos de
marcadores, apresentam maior numero de locos polimérficos, o que permite a
distingcdo entre acessos, mesmo com morfologia similar (Moulin et al., 2012). Os
marcadores ISSR sdo dominantes e podem auxiliar em estudos de divergéncia
geneética por ser uma técnica simples, eficiente e gerar altos indices de polimorfismo
(Reddy et al., 2002). Os marcadores SSR se destacam entre os marcadores
moleculares na andlise da diversidade genética por serem codominantes,

multialélicos, polimérficos e reprodutiveis. Assim, conteudos altamente informativos



podem ser gerados (Schittterer, 2004). E a utilizacdo desses marcadores vem
sendo usada nos trabalhos desenvolvidos com a cultura do maracujazeiro para o
estudo de diversidade genética (Oliveira et al., 2013; Paiva et al., 2014; Cerqueira-
Silva et al., 2014).



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar o potencial agronbmico de 23 familias de meios-irmaos de
maracujazeiro-azedo pertencentes o quarto ciclo de selecdo recorrente e

caracterizar quanto a diversidade e estrutura genética dessa populacao.

2.2. Objetivos Especificos

I. Estimar pardmetros genéticos e valores genotipicos pelo procedimento
REML/BLUP em familias de meios-irmaos de maracujazeiro-azedo;

Il.  Analisar a relacdo entre caracteristicas produtivas e de qualidade fisico-
guimica de frutos de maracujazeiro-azedo e seus desdobramentos em
efeitos diretos e indiretos;

[ll.  Comparar a eficiéncia da técnica post-hoc blocking Row-Col em relacéo ao
delineamento em blocos ao acaso;

IV. Avaliar a diversidade genética e investigar a estrutura genética de uma
populacdo de maracujazeiro-azedo usando marcadores microssatélites; e

V. Investigar o efeito da juncéo de informacdes agrondmicas e moleculares na

expressédo da diversidade genética.



3. CAPITULOS

3.1. ASSOCIACOES ENTRE CARACTERISTICAS PRODUTIVAS E DE
QUALIDADE FiSICO-QUIMICA DE FRUTOS EM POPULACOES DE
MARACUJAZEIRO-AZEDO SUBMETIDAS A TRES CICLOS DE SELECAO
RECORRENTE INTRAPOPULACIONAL

3.1.1. INTRODUCAO

O Brasil, desde a década de 70, vem se destacando como maior produtor
mundial de maracuja-azedo, devido a sua crescente evolu¢do na area de cultivo.
Em 2017, a safra atingiu uma producéo de 554.598 toneladas de area plantada de
aproximadamente 41 mil hectares (Ibge, 2017). Contudo, a cultura sofre com alguns
fatores limitantes, como a baixa produtividade, que é causada, dentre outros, pela
falta de genotipos adaptados as regibes produtoras. Desta maneira, 0
melhoramento genético torna-se indispensavel para suprir essas demandas do
setor produtivo.

Com objetivo de contornar essa realidade, em 1999 a Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) iniciou o programa de
melhoramento genético do maracujazeiro-azedo, via sele¢cdo recorrente

intrapopulacional, a fim de lancar cultivares mais produtivas e adaptadas as



condicdes climaticas da regido norte fluminense e demais regifes produtoras do
Brasil (Viana et al., 2004).

Para que se obtenha ganhos com a selecdo de gendtipos superiores, €
importante tanto o conhecimento da variabilidade genética disponivel nas
populacées de melhoramento, quanto das associacfes entre caracteristicas para
desenvolvimento de genoétipos com tipos agrondémicos desejaveis (Oliveira et al.,
2010). Para a cultura do maracujazeiro, varios sdo os caracteres relacionados com
a qualidade dos frutos. Desta forma, € importante identificar quais sado estes
caracteres que apresentam maior efeito na qualidade dos frutos e que poderao ser
empregados no momento da selecdo de melhores gendtipos produtores de frutos,
facilitando as avaliacdes e as praticas do melhoramento genético (Lucio et al.,
2013).

Neste contexto, a correlagéo entre dois caracteres pode ser de natureza
fenotipica, genotipica ou ambiental, sendo que somente as correlacdes
genotipicas, que envolvem uma associacdo de natureza herdavel, sdo de maior
interesse para o melhoramento. Os coeficientes de correlacdo, apesar de serem de
grande utilidade na quantificacdo da magnitude e direcdo das influéncias dos
fatores na determinagcédo de caracteres complexos, ndo dao a exata importancia
relativa dos efeitos diretos e indiretos destes fatores. Associado a isso, diversas
situacbes demonstram que as associacfes sao transitorias e podem sofrer
alteracdes em suas estimativas devido ao processo de selecéo que sao submetidas
as populacdes de melhoramento (Falconer, 1964; Fakorede e Mock, 1978; Walters
et al., 1991, Farias Neto e Miranda Filho, 2001).

Para tanto, estudos sobre o desdobramento do coeficiente de correlacéo
sao feitos pela analise de trilha (Cruz et al., 2012). A andlise de trilha consiste na
quantificacdo dos efeitos diretos e indiretos das variaveis explicativas sobre uma
variavel basica, cujas estimativas sdo obtidas por meio de equacdes de regressao,
em gue as variaveis sao previamente padronizadas (Cruz et al., 2012; Cabral et al.,
2016). Sendo assim, um dos objetivos dos programas de melhoramento € identificar
0S caracteres que mais merecem atencdo em experimentos, em populacdes sob
processo seletivo.

No caso da cultura do maracujazeiro-azedo, Lucio et al. (2013)
qguantificaram os efeitos diretos e indiretos das variaveis explicativas sobre a

variavel producédo total de frutos e concluiram que o peso médio de polpa e o



namero de frutos sdo os caracteres de maior correlagdo com o peso total de frutos
de maracuja. Estes autores relataram também que o teor de soélidos soluveis total,
peso médio de frutos, comprimento e o didmetro do fruto, espessura da casca e a
percentagem de polpa tém baixa correlacdo com o peso total de frutos de maracuija.

Esses estudos de correlagdo permitem identificar e quantificar as
associacfes de caracteres morfolégicos e produtivos com o desempenho das
culturas (Carvalho et al., 2015). Viana et al. (2003) estudaram as correlacdes
simples e canbnicas entre caracteristicas de frutos de maracuja-azedo, e
verificaram a existéncia de correlacfes genotipicas positivas entre massa e largura
de frutos, largura e comprimento de frutos, acidez e largura de frutos, e negativa
entre solidos sollveis total e comprimento de frutos.

Tanto a analise de trilha quanto os demais estudos de correlagdes tornam-
se mais efetivas quando fundamentadas em valores genotipicos preditos do que
quando aplicadas sobre valores fenotipicos. Os valores genotipicos, preditos pelo
método de modelos mistos (REML/BLUP), proporcionam inferéncias mais precisas
e acuradas, o que aumenta a eficiéncia dos programas de melhoramento. Por meio
do BLUP (melhor predigéo linear ndo viesada), os valores fenotipicos séo corrigidos
para os efeitos ambientais e sdo ponderados pela herdabilidade do carater, a qual
€ estimada pelo procedimento REML (maxima verossimilhanca restrita) (Resende,
2002; Viana e Rezende, 2014).

O método dos modelos mistos tem sido utilizado para gerar informacdes
em programas de melhoramento de espécies perenes, como acaizeiro (Teixeira et
al., 2012), palmeira jucara (Marcal et al., 2015), goiabeira (Santos et al., 2017) e
semi-perenes como cana-de-acucar (Silva et al., 2009) e maracujazeiro-azedo
(Santos et al., 2015, Silva et al., 2016).

Sendo assim, o presente trabalho teve por objetivo avaliar as associacdes
entre as caracteristicas produtivas e de qualidade fisico-quimica de frutos de
maracujazeiro-azedo em uma populagdo, submetida a trés ciclos de selecdo
recorrente intrapopulacional, verificando assim o0s principais caracteres de

importancia na conducéo de programas de melhoramento populacional.

3.1.2. REVISAO DE LITERATURA



3.1.2.1. Aspectos gerais da cultura

Origindrio das Américas, 0 género Passiflora pertence a familia
Passifloraceae, havendo relatos de que o0s ancestrais de desse género sao
originarios da Africa e se dispersaram para a Europa e Asia até chegar ao
Continente Americano (Muschner et al., 2012). O Brasil € um dos principais centros
de diversidade genética da familia Passifloraceae, com quatro géneros e 153
espécies, sendo 87 espécies endémicas (Bernacci et al., 2015).

O climaideal para a cultura se encontra em regides tropicais e subtropicais,
com temperaturas médias mensais de 20 a 30 °C. Em relacdo a questbes
pluviométricas, o0 maracujazeiro se desenvolve em regifes de precipitacdes de 800
a 1300 mm, distribuidas regularmente durante o ano. Em regides subumidas e
semiaridas, onde ha menor disponibilidade hidrica, a irrigagdo dos pomares é
essencial para garantir a producao (Martins, 1998).

O maracujazeiro-azedo floresce em varios meses do ano, com
florescimento iniciando por volta das 12 horas (meio dia) e vai até o final da tarde.
Considerada planta de “dias longos”, necessita entre 11 a 12 horas de luz para
florescer (Piza Junior, 1993). Souza et al. (2012), estudando a fenologia reprodutiva
do maracujazeiro no municipio de Campos dos Goytacazes, estado do Rio de
Janeiro, verificaram que para as condicbes em estudo, a maior temperatura média
apresentou alta correlacdo com o numero de flores (0,87), indicando que este é um
agente que interfere de forma fundamental no florescimento do maracujazeiro.

A cultura desenvolve-se em diferentes tipos de solos, preferencialmente,
os mais profundos, bem drenados, ricos em matéria organica, de topografia
ligeiramente inclinada e com bom nivel de fertilidade sdo mais adequados, ndo
sendo recomendada a utilizagdo de baixadas, solos pedregosos ou com
possibilidade de encharcamento, pois esses aspectos favorecem a incidéncia de
doencas no sistema radicular (Pires, 2007).

O maracujazeiro-azedo é uma espeécie diploide, alégama e auto
incompativel, possuindo 2n = 18 cromossomos (Bruckner, 1997; Ferreira, 1998). O
género Passiflora € constituido de plantas trepadeiras herbaceas ou arbustivas,
raramente eretas. Em geral, possuem caule cilindrico ou quadrangular, ramificado,
anguloso, suberificado, glabro ou piloso (Vanderplank, 2000). Na maioria das

espécies, as folhas sdo simples e alternas, elipticas ou orbiculares, inteiras ou
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lobadas, peciolo com ou sem glandulas. E possivel observar glandulas nectariferas,
no peciolo, na margem da bractea ou na parte dorsal da folha (Feuillet e Macdougal,
2007).

As gavinhas, geralmente solitarias, desenvolvem-se nas axilas das folhas
e sao ausentes em espécies lenhosas (Cunha et al.,, 2002). As flores sao
hermafroditas, grandes, vistosas e protegidas na base por bracteas foliares, e os
estames aparecem em numero de cinco, presos a um androginoforo bem
desenvolvido (Vanderplank, 2000). Os frutos do maracujazeiro tém forma ovoide
ou globosa, raramente fusiforme, com polpa mucilaginosa, com coloracdo amarela,
vermelha ou roxa. A casca € coriacea, quebradica e lisa, protegendo o mesocarpo,
no interior do qual estdo as sementes (Bernacci et al., 2008). As sementes s&o
ortodoxas ou ortodoxas intermediarias, comprimidas, reticuladas, pontuadas ou
transversalmente alveoladas, envolvidas por um arilo mucilaginoso (Nunes e
Queiroz, 2001).

O sistema radicular apresenta uma raiz central pivotante ou axial mais
grossa que as demais. O volume da maioria das raizes finas se concentra num raio
de 0,50 m do tronco da planta, na profundidade de 0,30 m a 0,45 m (Souza e Meletti,
1997). De acordo com Kliemann et al. (1986), o sistema radicular do maracujazeiro
apresenta trés fases de crescimento: do plantio até os 210 dias, o crescimento &
lento, com reduzida producao de matéria seca; dos 210 aos 300 dias, hd uma rapida
expansdo das raizes; e, a partir dos 300 dias, o crescimento praticamente se
estabiliza.

As flores do género Passiflora sdo hermafroditas e possuem Vvarios
mecanismos que impedem a autofecundacdo, dentre estes, o sistema de
autoincompatibilidade do tipo esporofitico (Suassuna et al., 2003). Segundo Duvick
(1967), a autoincompatibilidade é um mecanismo que induz a alogamia e que
mantém alto grau de heterozigose. Este mecanismo pode ser tdo eficiente quanto
a condicao dioica no forgamento a polinizacédo cruzada (Allard, 1999).

O agente polinizador natural mais eficiente é a Xylocopa sp, que devido a
seu grande porte encosta seu dorso nos estames ao visitar as flores, e leva os
graos de polen ao estigma. A polinizacao influencia a producdo do maracujazeiro,
ja que a quantidade de sementes e o conteudo de suco estao correlacionados com
o0 numero de grdos de pdlen depositados sobre o estigma. Sendo assim, para a

producdo comercial de maracuja, é imprescindivel a técnica da polinizacéao artificial.
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Esta pratica tem demonstrado 6timos resultados que podem chegar a 76% de
pegamento em flores cruzadas e polinizadas manualmente comparados com
apenas 7% obtidos com a polinizac&o natural (Junqueira et al., 2001; Lima e Cunha,
2004).

3.1.2.2. Estudo de correlagdes e analise de trilha

Em programas de melhoramento genético, ao longo do processo de
selecao, objetiva-se melhorar um caréter principal, além de manter ou aprimorar a
expressdo de outros caracteres simultaneamente (Lopes et al., 2002). Nesse
aspecto, o conhecimento das relacbes existentes entre caracteres, tais como
estimados pelas correlacdes, tem sido de grande relevancia no melhoramento
vegetal, pois fornece informacgdes Uteis ao melhorista que auxiliam no processo
seletivo (Nogueira et al., 2012).

Cruz et al. (1988) ressaltam que o estudo de correlacbes possibilita a
obtencao de diversas informacdes Uteis para os programas de melhoramento, tais
como: identificacdo das variagbes genética e ambiental contidas na variacdo
fenotipica, quantificacdo de ganhos indiretos através de selecdo em caracteres
correlacionados, avaliacdo da complexidade dos caracteres envolvidos na selecao,
e a possibilidade de selecdo indireta através de caracteres correlacionados.

A correlagdo entre dois caracteres pode ser de natureza fenotipica,
genotipica ou ambiental, sendo que somente as correlacbes genotipicas que
envolvem uma associacdo de natureza herdavel sdo as de maior interesse para o
melhoramento. Segundo Ramalho et al. (2008) a correlagdo genética procura
explicar por meio de mecanismos genéticos, a variacdo conjunta de duas variaveis,
sendo a pleiotropia e a ligacado génica os fenbmenos genéticos que explicam a
ocorréncia da correlacao genética. A pleiotropia € definida como sendo o fenémeno
pelo qual um gene controla dois ou mais caracteres.

O conhecimento das correlagcdes tem papel fundamental ao medir o grau
de associacao entre variaveis e possibilita avaliar o quanto a alteracdo em uma
variavel pode afetar as demais. Se a sele¢cdo de uma variavel € dificultada pela
baixa herdabilidade ou por problemas de mensuracéo e identificacdo, esse tipo de
conhecimento se torna importante nas diferentes etapas dos programas de

melhoramento (Cruz et al., 2012).
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Os coeficientes de correlacdo, apesar de serem de grande utilidade na
quantificacdo da magnitude e dire¢éo das influéncias dos fatores na determinacéo
de caracteres complexos, ndo dao a exata importancia relativa dos efeitos diretos
e indiretos destes fatores. Para tanto, estudos sobre o desdobramento do
coeficiente de correlacdo séao feitos pela analise de trilha (Cruz et al., 2012).

Para melhor entender a associacdo entre caracteres, utiliza-se 0 método
denominado analise de trilha, que desdobra as correlacbes estimadas em efeitos
diretos e indiretos de cada carater sobre uma variavel basica (Wright, 1921). Este
método baseia-se na avaliacdo do efeito de uma variavel independente (x) sobre
uma variavel dependente (y), apés a remocao da influéncia de todas as outras
variaveis independentes (xi) incluidas na analise (Hartwig et al., 2007).

No entanto, antes da aplicacdo da analise de trilha, deve-se fazer o
diagnoéstico de multicolinearidade dos dados, para evitar o viés nos resultados.
Assim, ha duas estratégias basicas para a andlise de trilha: identificacdo e exclusédo
de variaveis responsaveis pela colinearidade; ou analise de trilha com regressao
em crista, no caso de ndo se desejar a eliminacdo de variaveis. Nesta segunda
estratégia, utiliza-se uma constante k, cujo valor deve ser o menor possivel, para
estabilizar os coeficientes de trilha e manter o fator de inflagdo da variancia (VIF)
menor que 10, em todas as variaveis explicativas (Cruz e Carneiro, 2006; Rios et
al., 2012).

Estudos de correlacdes e andlise de trilha tém sido utilizados em fruteiras,
como, por exemplo, no maracujazeiro (Negreiros et al., 2007; Lacio et al., 2013),
goiabeira (Santos et al., 2017) e Jabuticabeira (Salla et al., 2015)

3.1.3. MATERIAL E METODOS

3.1.3.1. Populagéo avaliada

Foram avaliadas 23 progénies de meios-irmaos oriundas do programa de
melhoramento genético da UENF via selecdo recorrente. O delineamento
experimental utilizado foi o de blocos ao acaso com quatro repeticdes e trés plantas

por parcelas.
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3.1.3.2. Condugéo do experimento

O experimento foi conduzido entre janeiro de 2016 a janeiro de 2017, na
Unidade Experimental da UENF em lItaocara - RJ (21°40' latitude sul, 42°04'
longitude oeste e altitude de 76 m). O solo da area experimental é classificado como
Argissolo Vermelho-Amarelo (Embrapa, 2006).

O sistema de conducao adotado foi o de espaldeira vertical, com mourdes
de eucalipto tratados de 2,5 m de altura, espacados a 4 metros e com um fio de
arame numero 12 a 1,80 m do solo. A distancia entre as linhas de plantio foi de 3,5
m e 3 m entre covas. A calagem e adubacgbes de plantio e de cobertura foram
efetuadas de acordo com a analise de solo, seguindo as recomendacdes de Borges
et al. (2006). As plantas foram irrigadas usando o sistema de gotejamento com
vazao de quatro litros por hora, aplicando de forma suplementar nos periodos de
estiagem.

3.1.3.3. Caracteristicas avaliadas

Para fenotipagem foram amostradas plantas individualmente dentro das
familias avaliadas. Para tal, foram analisadas as seguintes caracteristicas: numero
de frutos por planta (NF), peso de frutos por planta em grama (PF), porcentagem
de polpa (PP), comprimento e diametro de frutos em milimetros (CF e DF),
espessura da casca em milimetros (EC), teor de sélidos sollveis totais (SST),
potencial hidrogeniénico (PH) e produtividade por planta em quilos (PROD).

O numero de frutos por planta foi avaliado em colheitas ao longo da
conducao do experimento. O peso de frutos foi obtido pelo quociente da producéo
total por planta pelo nimero total de frutos. A caracteristica de porcentagem de
polpa foi obtida por meio da pesagem da polpa (sementes com arilo) e dividido este
valor pelo peso total dos frutos e multiplicado por 100. O comprimento e diametro
de frutos foram obtidos a partir de medicbes da média aritmética das dimensdes
longitudinais e das dimensodes transversais de cinco frutos, por meio do uso de
paquimetro digital. A espessura de casca foi determinada com uso de um
paquimetro digital, medindo-se a porcdo mediana de cinco frutos, cortados

transversalmente, no sentido de maior didmetro.
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A determinacéo do teor de sélidos soluveis totais foi realizada mediante a
refratometria, utilizando-se refratdmetro digital (modelo RTD-45), com leitura na
faixa de 0 a 95°. As leituras foram realizadas colocando gotas de suco de cinco
frutos individualmente. A determinacgéao do pH foi realizada com a imersao do sensor
do pHmetro (potenciometro com eletrodo de vidro), digital modelo (W3B) no suco
extraido dos frutos. A produtividade por planta foi obtida pela soma do total de

colheitas realizadas durante a conducao do experimento.

3.1.3.4. Analise dos dados

Foi utilizado o método de méaxima verossimilhanca restrita e melhor
predicdo linear ndo viesada (REML/BLUP) para analise das observacfes pelo
software estatistico genético Selegen, via modelo que permite a avaliacdo de
individuos dentro de progénies de meios-irmédos, (Resende, 2016). O modelo
utilizado foi numero 1: y = Xr + Za + Wp + e, em que y é o vetor de dados; r é o
vetor dos efeitos de repeticdo (assumidos como fixos) somados a média geral; a €
o vetor dos efeitos genéticos aditivos individuais (assumidos como aleatérios); p €
o0 vetor dos efeitos de parcela; e é o vetor de erros ou residuos (aleatorios). X, Z e
W representam as matrizes de incidéncia para os referidos efeitos.

Apos a obtencdo das médias corrigidas pelo procedimento BLUP, foram
estimadas as correlacdes genéticas a partir dos valores genotipicos (u+a) entre as
caracteristicas avaliadas (Resende, 2016). As correlagbes genéticas serviram
como base para o diagndstico de multicolinearidade, para verificar a existéncia de
multicolinearidade, proposta por Montgomery e Peck (1981) e evitar superestimava
dos coeficientes de trilha (Cruz et al., 2012).

Os coeficientes de correlacdo foram classificados de acordo com as
seguintes magnitudes, em que, para valores iguais a zero, a correlacdo é nula,
valores de zero a 0,30, é fraca, de 0,30 a 0,60, € média, de 0,60 a 0,90, ¢ forte, e
de 0,90 a 1,00 é fortissima (Carvalho et al., 2004).

A analise de trilha foi realizada com base na matriz de correlacdes
genéticas, com um estimador de minimos quadrados (Cruz et al., 2012).
Consideraram-se uma cadeia para a realizagdo do diagrama causal na
decomposicao das relacdes genéticas entre a produgdo por planta, considerada

como a variavel principal, e as demais caracteristicas de variaveis explicativas.



15

Também verificou-se a resposta das diferentes estimativas de correlacdes
genéticas em diferentes ciclos de selecdo a que foi submetida a populacdo de
estudo.

As andlises das observacdes foram realizadas pelo programa estatistico

Selegen (Resende, 2016) e pelo programa Genes (Cruz, 2013).

3.1.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As maiores estimativas de correlacbes genéticas positivas foram
observadas em producéo por planta x niumero de frutos (0,9512) e polpa x solidos
sollveis totais (0,5664) (Tabela 1). Segundo Carvalho et al. (2004), estédo
respectivamente na faixa de correlagéo fortissima e correlacdo média (Tabela 1).
Dessa forma, € possivel obter ganhos com respostas correlacionadas para
producdo por planta e niumero de frutos, assim como porcentagem de polpa e
sélidos soluveis totais. No entanto, as demais relacdes entre as caracteristicas
apresentaram correlacdes inferiores a 0,44.

Para as caracteristicas de numero de frutos e producéo de frutos por planta,
foi observada uma associacdo negativa em relacdo ao peso de frutos (-0,5134 e -
0,2646), comprimento de frutos (-0,2104 e -0,0726), solidos soluveis totais (-0,3681
e -0,3876) e porcentagem de polpa (-0,3351 e -0,3834), e positivamente com
diametro de fruto (0,2933 e 0,402), espessura de casca (0,0059 e 0,1387) e pH
(0,4044 e 0,3938) (Tabela 1). Esses resultados indicam que a selecéo de plantas
com maior numero de frutos ou producdo por planta resultara em plantas com
menor peso de frutos total, comprimento, solidos sollveis totais e porcentagem de
polpa. Em contrapartida, havera um aumento nas caracteristicas de diametro de
fruto, espessura de casca e pH. Viana et al. (2003), estimaram correlacdo genética
positiva e significativa entre niamero de frutos e de peso de frutos para o ambiente
de Campos dos Goytacazes (0,59), contradizendo os resultados acima
encontrados.

Pode ser observado que um aumento no peso de frutos resultara em
aumento no comprimento de frutos, verificado pela correlagdo positiva (0,4406)

entre essas duas caracteristicas, o0 que se torna extremamente desejavel, uma vez
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que os frutos do maracujazeiro sdo classificados comercialmente em relagdo a
medida de seu comprimento e diametro; e frutos maiores e mais pesados sdo mais

apreciaveis para o mercado in natura (Tabela 1).

Tabela 1. Coeficientes de correlacdo genotipica entre caracteristicas de producéo
e qualidade de frutos de maracujazeiro-azedo. Campos dos Goytacazes, RJ, 2019.

Caracteres PROD PF CF DF EC SST PH PP

NF 0,9512* -0,5134* -0,2104 10,2933 0,0059 -0,3681 0,4044* -0,3351*
PROD -0,2646* -0,0726 0,402* 0,1387 -0,3876* 0,3938* -0,3834*
PF 0,4406* 0,0981 0,1915 0,1008 -0,1158 0,0832

CF 0,3433* 0,1705 -0,0013 -0,2927* -0,046
DF 0,069 -0,1478 -0,2178* -0,2887*
EC -0,1656 0,23 -0,687**
SST -0,3581* 0,5664*
PH -0,2283

NF: Numero de frutos por planta; PROD: producgdo por planta em quilos; PF: peso de frutos por
planta em grama; CF e DF: comprimento e diametro de frutos em milimetros; EC: espessura da
casca em milimetros; SST: teor de sélidos solUveis totais; PH: potencial hidrogenibnico; PP:
porcentagem de polpa. ** Significativo a 1% pelo teste T, * significativo a 5% pelo teste T.

Também houve correlagdo negativa entre a espessura de casca e
porcentagem de polpa (-0,687), evidenciando que o aumento na espessura de
casca reduz o diametro da cavidade interna do fruto, onde se acumula a polpa
comestivel (Tabela 1). Fortaleza et al. (2005) afirmam que frutos de maracuja sao
preferidos quando possuem casca mais fina, pois apresentam maior quantidade de
polpa. A espessura da casca € utilizada como critério de qualidade visando ao
aumento do espaco na camara interna do fruto de maracuja (cavidade ovariana).
Assim, frutos destinados tanto a industria quanto ao consumo in natura, necessitam
ter casca fina e cavidade interna totalmente preenchida, desta maneira conferindo
alto rendimento de suco (Bruckner et al., 2002).

Com relacdo a caracteristica solidos sollveis totais pode-se obter ganhos
indiretamente com a caracteristica de porcentagem de polpa (0,5664), desta forma,
frutos com maior teor de solidos soluveis totais apresentam também maior
quantidade de polpa (Tabela 1). O estudo de correlacdes possibilita a predicdo dos
efeitos em uma determinada caracteristica quando outra correlacionada a ela for

manipulada por processos seletivos. Desse modo, permite-se estabelecer a
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viabilidade de realizar selecdo em outra caracteristica de facil mensuracéo, visando
obter ganhos de dificil avaliacdo ou de baixa herdabilidade (Cruz et al., 2012).

Também foi verificado a correlacdo das caracteristicas qualitativas e
guantitativas e como estas se correlacionam com a caracteristica NF ao longo dos
trés primeiros ciclos de selegcéao recorrente e do ciclo atual (C4) em andamento
(Tabela 2). Esta caracteristica foi escolhida por ter sido avaliada em todos os ciclos
ja realizados e por se correlacionar fortemente com a producéo total de frutos por
planta, justamente pelo desejo de se obter plantas mais produtivas e com maiores
qualidades fisico-quimicas. Neste contexto, foi verificado que a correlagéo entre NF
e PROD foi fortissima em todos os ciclos onde a producao total de frutos por planta
foi avaliada, sendo para o ciclo C2 (0,928), C3 (0,971) e C4 (0,951).

Sendo assim, plantas com elevado potencial em produzir um namero maior
de frutos sdo aquelas que apresentam uma maior producao por unidade de area,
fato que vem se mantendo ao longo dos ciclos (Tabela 2). O mesmo nao ocorre
com a caracteristica peso de fruto (PF), onde esperava-se que quanto mais
pesados fossem os frutos maior seria a producéo total. Mas pelo contrario, podem
ser verificados valores negativos de correlagéo entre NF e PF para todos os ciclos,
com excec¢do para o ciclo C2 onde a correlacédo foi positiva, porém muita baixa
(0,085), sendo considerado nula (Carvalho et al., 2004). Para as caracteristicas CF,
DF, EC, PP e SST, a correlacdo foi negativa para com a caracteristica NF na
maioria dos ciclos, e quando néo, foi considerada nula ou fraca. Isto ratifica a
necessidade de acuidade no processo de selecdo, haja vista que estas
caracteristicas determinam a qualidade final dos frutos, a qual deve ser alcancada
em um programa de melhoramento.

Contudo, estas se correlacionam negativamente com a producdo e nimero
de frutos, que também sdo altamente desejaveis. Assim, faz-se necessario a
utilizacdo de estratégias de melhoramento que visam contornar este entrave no
processo de melhoramento do maracujazeiro-azedo, sendo os indices de selecdo
uma excelente alternativa. O pH dos frutos so foi avaliado no ciclo C4 e apresentou
correlacdo de meédia magnitude com NF (0,404) (Tabela 2). O pH merece mais
atencao nos proximos ciclos de selecéo, visto que o Regulamento Técnico para a
Fixacdo dos Padrdes de Identidade e Qualidade (PIQ) para polpa de Maracuja do

Ministério da Agricultura estabelece que o valor de pH deve situar-se entre 2,70 a
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3,80, portanto, 0 progresso genético com a populacdo também visa atender os

valores adequados para essa caracteristica.

Tabela 2. Coeficientes de correlacdo genotipica entre nove caracteristicas
agrondmicas em populacdo de maracujazeiro-azedo ao longo de quatro ciclos de
selecao recorrente. Campos dos Goytacazes, RJ, 2019.

Caracteres NF

Co C1 Cc2 C3 C4*
PROD - - 0,928 0,971 0,951
PF -0,87 -0,038 0,085 -0,155 -0,513
CF -0,89 -0,734 -0,022 -0,152 -0,210
DF -0,82 -0,111 0,185 -0,433 0,293
EC -0,11 -1,634 -0,070 0,118 0,006
SST - - 0,158 0,004 -0,368
PH - - - - 0,404
PP 0,18 - 0,187 0,081 -0,335

C4* = Quarto ciclo de selecéo recorrente em fase de execugéo

O diagnéstico de multicolinearidade realizado com base nas correlacdes
genéticas indicou um numero de condi¢des igual a 440,2, sendo classificada como
multicolinearidade moderada (Montgomery e Peck, 1981). Consequentemente, ndo
houve superestimavas dos coeficientes de correlagdo de trilha neste trabalho e,
com isso, ndo se realizou o descarte de variaveis. Somente a multicolinearidade
severa superestima tanto os valores dos coeficientes de correlagcbes simples
quanto os efeitos diretos sobre a variavel basica estimados por meio da analise de
trilha (Coimbra et al., 2005).

Pela Tabela 3, verificou-se alto coeficiente de determinacao (0,98) e baixo
efeito residual (0,12), demonstrando assim maior confiabilidade para explicar os
efeitos das varidveis explicativas sobre a variavel basica. Esses resultados
corroboram com os de Negreiros et al. (2007), que obtiveram coeficiente de
determinacao igual a 1,00 por meio de andlise de trilha em maracujazeiro-azedo.

Verificou-se que o componente primario nimero de frutos, teve o maior
efeito direto (1,09) sobre a producéao total de frutos, porém, baixo efeito negativo
indireto via peso de frutos (-0,13). O efeito direto de peso de frutos na producéo por
planta foi (0,26), apresentando efeito negativo via numero de frutos (-0,56).

Quando se analisou a porcentagem de polpa observou-se efeito direto

negativo (-0,09) sobre a variavel producéo por planta. Para a caracteristica sélidos
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sollveis totais, os ganhos diretos e indiretos foram majoritariamente negativos e
baixos, tornando a selecdo simultdnea para essas caracteristicas ineficaz.

Esses resultados indicam que a selecao direta de progénies com maior
namero de frutos ou peso de frutos acarreta aumento na producao por planta. No
entanto, a selecdo indireta ndo seré eficiente em promover ganhos simultaneos
para produgédo por planta. Para contornar essa dificuldade, sugere-se que o0s
ganhos simultaneos podem ser alcancados por meio do uso de estratégias de

indices de selecdo como sugerem Cabral et al. (2016) e Santos et al. (2017).

Tabela 3. Estimativas dos efeitos diretos e indiretos das variaveis dependentes
namero de frutos por planta, peso de frutos por planta, porcentagem de polpa,
comprimento e diametro de frutos, espessura da casca, teor de solidos solaveis
totais e pH sobre a variavel principal producédo por planta de maracujazeiro-azedo.
Campos dos Goytacazes, RJ, 2019.

Variaveis primarias Vias de associacoes Estimativa
Efeito direto sobre PROD  1,097244
Efeito indireto via PF -0,13437

Efeito indireto via CF 0,001291
Efeito indireto via DF 0,015606

NF Efeito indireto via EC 0,000833
Efeito indireto via SST 0,016036
Efeito indireto via pH -0,01502
Efeito indireto via POLPA  -0,03042
Total 0,9512
Efeito direto sobre PROD  0,261723
Efeito indireto via NF -0,56333
Efeito indireto via CF -0,0027
- Efeito indireto via DF 0,00522

Efeito indireto via EC 0,027032
Efeito indireto via SST -0,00439

Efeito indireto via pH 0,004302

Efeito indireto via POLPA  0,007552
Total -0,2646
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Tabela 3. Cont

Variaveis primarias Vias de associagdes Estimativa
Efeito direto sobre PROD  -0,00614
Efeito indireto via NF -0,23086

Efeito indireto via PF 0,115315
Efeito indireto via DF 0,018267
CF Efeito indireto via EC 0,024068
Efeito indireto via SST  0,00005663
Efeito indireto via pH 0,010874
Efeito indireto via POLPA  -0,00418
Total -0,0726

Efeito direto sobre PROD 0,05321
Efeito indireto via NF 0,321822
Efeito indireto via PF 0,025675
Efeito indireto via CF -0,00211
DF Efeito indireto via EC 0,01509
Efeito indireto via SST 0,006439
Efeito indireto via pH 0,008091
Efeito indireto via POLPA  -0,02621
Total 0,402

Efeito direto sobre PROD 0,141161
Efeito indireto via NF 0,006474

Efeito indireto via PF 0,05012
Efeito indireto via CF -0,00105
EC Efeito indireto via DF 0,005688
Efeito indireto via SST 0,007214
Efeito indireto via pH -0,00854

Efeito indireto via POLPA -0,06236
Total 0,1387
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Variaveis primarias Vias de associagoes Estimativa
Efeito direto sobre PROD -0,04357

Efeito indireto via NF -0,4039
Efeito indireto via PF 0,026382

Efeito indireto via CF 0,00000798

SST Efeito indireto via DF -0,00786
Efeito indireto via EC -0,02338
Efeito indireto via pH 0,013304
Efeito indireto via POLPA  0,051415

Total -0,3876

Efeito direto sobre PROD -0,03715
Efeito indireto via NF 0,443726

Efeito indireto via PF -0,03031
Efeito indireto via CF 0,001796

PH Efeito indireto via DF -0,01159
Efeito indireto via EC 0,032467
Efeito indireto via SST 0,015601

Efeito indireto via POLPA  -0,02072

Total 0,3938
Efeito direto sobre PROD  0,090775

Efeito indireto via NF -0,36769
Efeito indireto via PF 0,021775
Efeito indireto via CF 0,000282

PP Efeito indireto via DF -0,01536
Efeito indireto via EC -0,09698

Efeito indireto via SST -0,02468
Efeito indireto via PH 0,008482

Total -0,3834

Coeficiente de determinagéo 0,983
Efeito residual 0,129
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3.1.5. CONCLUSOES

As caracteristicas numero de frutos e peso de frutos possuem maior efeito
direto sobre a produgéo de frutos em progénies de meios-irméos. Os efeitos
indiretos apresentam pouca influéncia na producao de frutos.

O uso de indices de selecdo é estratégia recomendada para ganhos
consecutivos para caracteristicas de qualidade e producdo de frutos no

maracujazeiro-azedo.
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3.2. ESTIMATIVA DE GANHO GENETICO NA ETAPA DE OBTENCAO DE
FAMILIAS DE IRMAOS COMPLETOS EM MARACUJAZEIRO-AZEDO SOB
SELECAO RECORRENTE

3.2.1. INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor mundial de maracuja, porém, a produtividade é
considerada baixa quando analisado seu potencial produtivo que pode ser superior
a 40.000 kg hatano? (Freitas et al., 2011). Em 2017, a safra brasileira atingiu uma
producdo de 554.598 toneladas em area de aproximadamente, 41 mil hectares e
rendimento médio de 13.497 kg ha'. O Estado do Rio de Janeiro obteve uma
producdo de 6.418 toneladas e rendimento médio de 14.075 kg hat (Ibge, 2017).
Porém a cultura sofre com fatores limitantes como a baixa produtividade causada,
dentre outros, por problemas fitossanitarios e pela falta de genétipos adaptados as
regides de cultivo, desta maneira, o melhoramento genético torna-se indispensavel
para suprir essas necessidades (Silva et al., 2009).

Em 1999 a Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(UENF), iniciou o programa de melhoramento genético do maracujazeiro-azedo, via
selecdo recorrente intrapopulacional, realizando a coleta de varios genotipos em
trés regides produtoras e distintas do estado do Rio de Janeiro (Viana et al., 2004).
Esse programa tem como objetivo o lancamento de cultivares mais produtivas e

adaptadas as condic¢des climaticas da regido norte e noroeste fluminense.
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Em geral os experimentos do maracujazeiro, incluindo o0s ensaios
conduzidos na UENF, utilizam o delineamento em blocos casualizados (Viana et
al., 2003; Goncalves et al., 2009; Silva et al., 2009). Entretanto, a eficiéncia do
delineamento pode ser prejudicada a medida que o numero de tratamentos
aumente. A heterogeneidade pode afetar a avaliagdo do desempenho dos
genotipos, assim como as estimativas dos componentes de variancia (Ramalho et
al., 2005).

Uma alternativa para superar esse problema € a utilizacdo do post-hoc
blocking Row-Col, para a avaliacdo das diversas caracteristicas. Trata-se de uma
técnica a posteriori que consiste na sobreposicdo de uma estrutura de blocos sobre
o desenho do campo original (Gezan et al., 2006), com adicdo de linhas e colunas.
Dessa forma, no modelo linear comumente utilizado, além dos efeitos de blocos e
tratamentos, estejam presentes os efeitos de linhas e colunas. Tal procedimento
permite uma maior acuracia no tratamento das caracteristicas fenotipadas na
populacao (Silva et al., 2016).

Segundo Resende e Dias (2000), aléem da variabilidade genética, o sucesso
do programa de melhoramento genético depende quase que totalmente da adocao
de métodos precisos de selecdo. Varias estratégias tém sido empregadas no
melhoramento do maracujazeiro-azedo visando a obtencdo de genotipos
superiores. Na literatura, tem sido relatado o uso da sele¢éo direta, entre e dentro,
selecdo combinada e modelos mistos (REML/BLUP) (Gongalves et al., 2007,
Oliveira et al., 2008; Santos et al., 2008; Assunc¢dao et al., 2015).

Nos ciclos anteriores do programa de melhoramento do maracujazeiro-
azedo via selecédo recorrente intrapopulacional da UENF, o método comumente
utilizado é a selecao das melhores familias, onde as familias sdo recombinadas na
estrutura de meios-irméos. Para a continuidade dos ciclos de selegdo recorrente
sdo obtidas familias de irméos completos que sédo posteriormente avaliadas, nesta
etapa a coleta de pélen para a obtengéo das familias é feita de forma indiscriminada
dentro das parcelas ou unidades experimentais.

Como essa obtencdo se da em nivel de familia, o presente trabalho
pretende verificar a existéncia de variabilidade genética dentro das familias,
avaliando as plantas individualmente e verificar se ha incremento no ganho
genético, pelo fato de se utilizar para geracéo das familias de irmaos completos as

melhores plantas dentro da cada familia de meios-irmaos e comparar a eficiéncia
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da técnica post-hoc blocking Row-Col em relagcdo ao delineamento em blocos ao

acaso.

3.2.2. REVISAO

3.2.2.1. Melhoramento do maracujazeiro

O melhoramento do maracujazeiro tem diversas finalidades, em funcéo do
produto a ser considerado (fruto, folhas ou sementes) e da regido de cultivo. Em
geral, o melhoramento esté dirigido ao produto mais importante do mercado, o fruto,
sendo seus principais objetivos a produtividade, a qualidade e a resisténcia a
doencas. Do ponto de vista econbmico, € altamente positivo 0 aumento da
qualidade e produtividade do maracujazeiro, pois 0 lucro esta estreitamente
relacionado com essas variaveis. Uma vez classificado, o fruto de melhor qualidade
é remunerado a precos que chegam a ser 150% maiores que 0s obtidos com a
comercializacao de frutos de classes inferiores (Meletti et al., 2000).

Outras aplicacdes do melhoramento genético, ainda de forma incipiente,
concentram na selecdo de plantas com maior concentracdo de alcaloides e
flavonoides para a industria farmacéutica, bem como na possibilidade de utilizacéo
das sementes de algumas espécies como matéria-prima para a extracdo de
compostos quimicos de uso medicinal (Meletti et al., 2005).

Porém, o numero de cultivares comerciais de maracujazeiro-azedo €
pequeno, considerando a grande variabilidade dos agroecosistemas no Brasil.
Nesse sentido, € de suma importancia o aprimoramento dos trabalhos de
melhoramento genético, nessa cultura, para acelerar o desenvolvimento de novas
cultivares (Bruckner et al., 2002; Viana e Gongalves, 2005; Gongalves et al., 2007).
As principais cultivares comerciais de maracuja disponiveis no mercado sdo 0s
hibridos intravarietais da série 270 desenvolvidos pelo Instituto Agronémico de
Campinas, os hibridos lancados pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
— Embrapa Cerrados, e as cultivares da série da Flora Brasil (Borges et al., 2008;

Meletti, 2011). E recentemente lancado a cultivar de polinizagao aberta UENF Rio
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Dourado, adaptada as condi¢g@es climaticas do Norte e Noroeste fluminense (Viana
et al., 2016).

Para que se alcance o sucesso em um programa de melhoramento, a
escolha do germoplasma € etapa essencial. As caracteristicas do germoplasma
determinardo o potencial maximo ao qual a popula¢éo submetida ao melhoramento
pode chegar, e os métodos de melhoramento o quanto do potencial maximo sera
alcancado (Hallauer e Miranda Filho, 1988).

Por ser uma planta alégama, varios sdo os métodos de melhoramento que
podem ser aplicados ao maracujazeiro. Entre eles, Oliveira e Ferreira (1991) citam
a selecdo massal, a hibridacdo e a selecdo com teste de progénie. Outros
procedimentos como a selecdo recorrente, modelos mistos e hibridacao
interespecifica, com a finalidade de transferéncias de genes de resisténcia a
doencas vem ganhando maior enfoque atualmente. Cunha (1996) propds que a
selecdo massal, em maracujazeiro, fosse feita na primeira colheita, com base no
vigor vegetativo e na producdo pendente, e as sementes fossem coletadas, na
segunda e terceira colheitas, de plantas selecionadas, polinizadas manualmente
com mistura de pélen igualmente selecionado. Essa medida visa otimizar o ganho
genético por ciclo, em virtude de a selecéo ser feita nos dois sexos. Utilizando
selecdo massal estratificada por dois ciclos em maracujazeiro, Cunha (2000)
obteve ganhos de 100% em relacdo a caracteristica numero de frutos, quando
comparadas com as plantas nao selecionadas.

A hibridacdo em maracujazeiro € uma técnica simples podendo ser
empregada em alguma fase do processo de melhoramento do maracujazeiro
(Bruckner e Otoni, 1999). Meletti et al. (2005) caracterizaram trés hibridos
intravarietais (IAC-273, IAC-275 e IAC-277), lancados em 1999. Obtencédo destes
materiais, primeiro realizou-se selecdo massal, hibridacdo entre os individuos
promissores, retrocruzamento e teste de progénies (Meletti et al., 2000).

Os métodos de melhoramento baseados em hibridagfes interespecificas
tém sido citados como promissores, como uma forma de transferir genes de
resisténcias para a espécie comercial. Esta estratégia também permite a expansao
da base genética da resisténcia e dos gendtipos utilizados em programas de
melhoramento (Junqueira et al., 2005). Neste contexto, um exemplo de trabalho
bem sucedido foi o realizado por Santos et al. (2015) que obtiveram hibridos

interespecificos resistentes a CABMV (a partir do cruzamento entre 0os genotipos
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de P. edulis e P. setacea), contribuindo para o estabelecimento de um programa de
melhoramento para obtengédo de plantas resistentes ao CABMV na regido Norte
Fluminense do Rio de Janeiro (Ribeiro et al., 2019).

O teste de progénie € a avaliagcdo do genotipo dos genitores com base no
fendtipo de seus descendentes (Allard, 1999). No maracujazeiro, a selecdo com
teste de progénies pode ser realizada utilizando-se dois tipos de progénies: meios-
irmaos ou irmaos completos. As progénies de meios-irmaos podem ser obtidas por
polinizacdo controlada ou ndo. Neste caso, coleta-se diretamente um fruto por
planta selecionada e, como este hormalmente possui grande nimero de sementes,
é suficiente para compor um experimento com varias repeticdes. A obtencado de
progénies de irmaos completos, que também é viavel num programa de
melhoramento, necessita de realizacdo de polinizacdo controlada entre o0s
genotipos selecionados (Bruckner et al., 2002).

Outro método que merece destaque € a selecao recorrente. Trata-se de um
procedimento bastante eficaz e vem sendo utilizado na cultura do maracujazeiro-
azedo, nos programas de melhoramento da UENF e UNEMAT. Este método busca-
se a melhoria da performance das popula¢fes de forma continua e progressiva por
meio do aumento das frequéncias dos alelos favoraveis dos caracteres sob
selecdo, mantendo a variabilidade genética em niveis adequados para permitir
ganhos genéticos nos ciclos subsequentes (Hull, 1945; Hallauer, 1985; Souza
Junior, 2001).

Meletti et al. (2000) estudaram a resposta de oito hibridos de
maracujazeiro, obtidos em sucessivos ciclos de selecdo recorrente, a partir de
individuos pré-selecionados em pomares comerciais. A melhor combinac¢éo para
as diversas caracteristicas estudadas resultou na selecao dos hibridos “IAC-3”,
“‘IAC-5" e “IAC-7”, sendo essas trés sele¢des reunidas no “Composto IAC-27", que
foi langado como cultivar em 1998.

A metodologia de modelos mistos REML/BLUP permite gerar estimativas
nao tendenciosas, de parametros, pelo método da maxima verossimilhancga restrita
(REML), e predicéo dos valores genéticos e genotipicos pelo procedimento BLUP,
conduzindo a maximizagcao do ganho genético por avaliar e ordenar os candidatos
a selecdo com precisdo (Viana e Resende, 2014). Devido as vantagens desse
método, seu emprego no melhoramento de espécies perenes e semi-perenes tem

crescido expressivamente. Podendo também ser aplicado as espécies anuais,
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como exemplo: espécies florestais, tais como pupunheira (Farias Neto et al., 2001),
e espécies frutiferas, maracujazeiro-azedo (Ferreira et al., 2016; Assuncdao et al.,
2015).

3.2.2.2. Melhoramento do maracujazeiro-azedo na UENF via selecéo

recorrente

A selecdo recorrente, como método de melhoramento intrapopulacional
associado as ferramentas biométricas pode auxiliar na selecdo de gendétipos
superiores (Hallauer e Miranda filho, 1988). Borém e Miranda (2009) ressaltam que
0s métodos intrapopulacionais, em geral, sdo 0s mais comumente utilizados do que
os interpopulacionais, pois sdo de mais facil execucdo e aplicaveis a maioria das
caracteristicas agronémicas.

Na Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), o
programa de melhoramento genético do maracujazeiro teve inicio em 1999, com a
coleta inicial de varios gendtipos em trés regides produtoras e distintas do estado
do Rio de Janeiro (Viana et al., 2003, 2004). Com base nesses estudos iniciais,
procurou-se, em uma segunda fase, realizar uma amostragem mais ampla em
areas comerciais da regido Norte Fluminense, onde, por meio de delineamentos
genéticos apropriados, como o Delineamento | de Comstock e Robinson (1948),
obteve-se um maior nimero de progénies. Assim, com base nos resultados destas
analises iniciais, optou-se pela elaboracdo de um programa de selecédo recorrente
intrapopulacional (Gongalves et al., 2008; 2009; Silva et al., 2009; Reis et al., 2011,
Ferreira et al., 2016; Silva et al., 2016).

Em trabalho de Goncalves (2005), para uma populacdo de maracuja-
azedo, 0 uso da selecédo recorrente intrapopulacional foi indicado por apresentar
maior facilidade de execucdo e por varias caracteristicas importantes terem
apresentado predominancia de acdo génica aditiva. Esse trabalho deu inicio a
selecéo recorrente, nomeado Maracuja Amarelo Zero (MAo), com avaliacédo de 97
progénies de maracuja-azedo e selecéo de 27 individuos. Para a obtencéo dessas
progénies, foram amostradas plantas ao acaso nas linhas de plantio, na area da
Empresa Bela Joana em Campos dos Goytacazes-RJ, no periodo de maio a julho
de 2002, sendo esta populacdo composta pelos seguintes materiais: Maguary,
Yellow Master e selecbes de S&o Francisco do Itabapoana, com coeficiente de
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endogamia F=0. Realizaram-se cruzamentos seguindo o Delineamento I,
procedimento proposto por Comstock e Robinson (1948), formando progénies de
irmaos completos e meios-irmaos.

O primeiro ciclo de selecéo recorrente foi conduzido por Silva et al., (2009),
com a denominacdo de Maracuji Amarelo Um (MA1), no qual os individuos
selecionados foram obtidos de cruzamentos dirigidos, envolvendo as 27 progénies
selecionadas por Goncalves (2005). A recombinacéo foi realizada utilizando meios-
irmaos maternos, cuja mae foi a prépria progénie selecionada e o pai foi a mistura
de pdlen oriundo de todas as progénies selecionadas. Com a recombinacao, foram
obtidas 140 progénies de irm&os completos, formando a nova populacdo de
trabalho e, utilizando indice de selecao, foram selecionados 30% dessas progénies,
obtendo-se um total de 39 gendtipos (Silva et al., 2009).

Em trabalho de Reis et al. (2011), objetivou-se estimar e comparar a
variabilidade genética de progénies de maracujazeiro entre a populacao inicial
(MAo) em relacdo a populacdo (MA1) dos dois ciclos de selegéo recorrente do
maracujazeiro-azedo, além de analisar a divergéncia genética das progénies
obtidas nos dois ciclos de selecdo por meio de marcadores microssatélites,
selecionando os gendtipos mais divergentes, a fim de verificar o impacto dos
procedimentos de selecdo recorrente na variabilidade genética da populacdo de
trabalho via marcadores microssatélites. Verificou-se uma pequena perda de
variabilidade genética nesses dois ciclos de selec@o recorrente, via marcadores
microssatélites. No entanto, esta oscilagdo pode ser considerada normal ao realizar
a selecéo, sendo possivel dar continuidade ao programa.

O segundo ciclo de selecao recorrente foi conduzido por Ferreira et al.,
(2016) onde foram avaliadas 28 progénies de meios-irmaos resultantes da
recombinacdo de 30% das melhores progénies das 140 progénies de irmaos
completos, selecionadas via indice de selecdo no primeiro ciclo de selecdo
recorrente (Silva et al., 2009). Verificou-se que a analise do experimento via
metodologia REML/BLUP mostrou-se adequada para a avaliacdo do
maracujazeiro-azedo, possibilitando obter estimativas dos parametros genéticos e
fenotipicos, que revelaram a possibilidade de sucesso com a selecao de progénies
superiores, com ganhos simultadneos de 18,02%, 23,08% e 9,65% para NF, PROD

e PF, respectivamente.
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Silva et al. (2016) conduziu o terceiro ciclo de sele¢céo recorrente do
maracujazeiro-azedo, avaliando 81 progénies de irmaos completos. Os principais
resultados foram: ha variabilidade genética entre as progénies de maracujazeiro
estudadas, o que possibilita a composicdo de grupos heteréticos como forma de
direcionamento de novos cruzamentos e avango genético. O método REML/BLUP
apresenta os melhores ganhos genéticos preditos, em comparacdo aos obtidos
pelos indices de selecéo, e é eficiente para selecao de progénies de maracujazeiro-
azedo.

Apbs o terceiro ciclo de selecéo recorrente do maracujazeiro-azedo, em
agosto de 2015 foi liberado pelo Ministério da Agricultura, o registro de novo cultivar
e autorizacao de producédo de sementes e o cultivo da UENF Rio Dourado, visando
a recomendacdo de uma variedade produtiva e adaptada para as regides Norte e
Noroeste Fluminense, o que impulsionara a cadeia produtiva da cultura, e, como
consequéncia, o aumento de renda de muitas familias com a comercializacado dos
frutos (Viana et al., 2016).

3.2.2.3. Técnica Post-hoc blocking Row-Column (Row-Col)

A selecdo adequada de um delineamento experimental e analises
estatisticas apropriadas podem produzir melhorias na predicdo de valores
genéticos e um eficiente aproveitamento dos recursos disponiveis (Gezan et al.,
2006).

Em programas de melhoramento genético com elevado numero de
gendtipos a serem avaliados uma grande area fisica é requerida, gerando blocos
de grandes tamanhos. Nesse caso, supde-se que a heterogeneidade dentro dos
blocos é a menor possivel, e adequada para a predicdo de parametros e valores
genéticos. Além disso, o0 maior tamanho dos blocos formados restringe a sua
guantidade. Um delineamento experimental mais eficiente, nestes casos, poderia
ser aquele que capta a variacdo espacial de forma mais eficaz, tal como o
delineamento em linhas e colunas (Row-Col) (Silva et al., 2016).

A técnica post-hoc blocking Row-Col € uma técnica posteriori e foi proposta
inicialmente por Patterson e Hunter (1983). A técnica consiste na sobreposi¢ao de

uma estrutura de linhas e colunas sobre o croqui do campo original (Gezan et al.,
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2006). Torna-se um método de baixo custo para avaliar a eficiéncia de um
delineamento experimental (Patterson e Hunter, 1983).

A técnica permite a eliminacdo da heterogeneidade por “dois diferentes
caminhos” em contrapartida o delineamento em blocos casualizados, a Unica fonte
de variagdo, além do tratamento, é a de blocos. No entanto, em um experimento
avaliado em Row-Col, além dos efeitos de blocos e tratamento, estdo presentes 0s
efeitos de linhas e colunas (Silva et al., 2016).

Alguns autores tém utilizado com sucesso a técnica post-hoc blocking Row-
Col para aumentar a herdabilidade e a precisdo da previsdo de efeitos genéticos
(Ericsson, 1997; Dutkowski et al., 2002; Lopez et al., 2002).

3.2.3. MATERIAL E METODOS

3.2.3.1. Populacéo avaliada

Foram avaliadas 23 familias de meios-irmaos oriundas do programa de
melhoramento genético da UENF via selecdo recorrente. O delineamento
experimental utilizado foi o de blocos ao acaso (DBC) com quatro repetices e trés
plantas por parcela. Para avaliar a técnica post-hoc blocking row-column, foi
implantado um arranjo com 27 linhas e 12 colunas sobre o croqui experimental em
DBC.

3.2.3.2. Conducéao do experimento

O experimento foi conduzido entre janeiro de 2016 a janeiro de 2017,
seguindo metodologia adotada por Cavalcante et al. (2017). Na Unidade
Experimental da UENF em Itaocara - RJ (21°40' latitude sul, 42°04' longitude oeste
e altitude de 76 m). O solo da area experimental é classificado como Argissolo
Vermelho-Amarelo (Embrapa, 2006).

O sistema de conducao adotado foi o de espaldeira vertical, com mourdes
de eucalipto tratados de 2,5 m de altura, espagcados a 4 metros e com um fio de

arame numero 12 a 1,80 m do solo. A distancia entre as linhas de plantio foi de 3,5
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m, a fim de possibilitar a mobilizacdo de maquinas dentro do experimento, e 3 m
entre covas. A calagem, adubacdes de plantio e de cobertura foram efetuadas de
acordo com a analise do solo seguindo as recomendacdes de Incaper (2008).
Todos os tratos culturais como poda e controle de pragas, doencas e plantas
daninhas foram realizados quando necessarios, conforme as recomendac¢des para
a cultura do maracujazeiro.

Quando necessario, as plantas foram irrigadas usando o sistema de
gotejamento com vazao de quatro litros por hora, aplicando de forma suplementar
nos periodos de estiagem.

Como forma de otimizar os ganhos de selecdo na fase de geracao das
familias, modificamos o processo de avaliacdo, fazendo a fenotipagem em plantas
individuais dentro de cada familia. Selecionando as melhores plantas dentro de
cada familia, essas plantas seréo cruzadas aos pares para formar as familias que

dar&o continuidade ao programa de seleg&o recorrente (Figura 1).

Inicio do programa de
melhoramento —
avaliagdo de familias de
irméos completos

e

Modificacao do
método de

Continuidade dos ciclos de Selecéo das melhores avaliagéo das
selecdo —avaliagdo das | ——>| familias e recombinag&o familias de meios-
familias em blocos no esquemade mistura | ~ > irméos: avaliagéo
casualizados de pélen de plantas
individuais dentro

das familias

Modificagéo do
método

experimental —

uso da técnica _—
post-hoc
blocking row-col

Selegéo das melhores plantas e
coleta de poélen individualmente:
obtencdo das familias de irméos
completos para continuidade do
proximo ciclo de selecdo

Figura 1: Esquema do programa de melhoramento de maracuja-azedo da UENF.
Proposta de alteracdo da metodologia de avaliacdo de familias e coleta de polen
em plantas individuais dentro das melhores familias. Campos dos Goytacazes, RJ,
2019.
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3.2.3.3. Caracteristicas avaliadas

Foram fenotipadas as seguintes caracteristicas: numero de frutos por
planta (NF) foi avaliado pelas coletas ao longo da conducdo do experimento. O
peso de frutos (PF) foi obtido pela divisdo da producéo total por planta pelo nimero
total de frutos. A caracteristica de porcentagem de polpa (PP) foi obtida pela
pesagem da polpa de cinco frutos por planta (massa de sementes com arilo)
dividida pelo peso total dos cinco frutos e multiplicada por 100.

O comprimento e diametro de frutos (COMP e DIAM) foram obtidos a partir
de medi¢gbes de uma amostra composta de cinco frutos por planta das dimensdes
longitudinais e das dimensbes transversais dos frutos, por meio do uso de
paquimetro digital. A espessura de casca (EC) foi determinada com uso de um
paquimetro digital, medindo-se a por¢cdo mediana dos cinco frutos, cortados
transversalmente, no sentido de maior diametro.

A determinacdo do teor de sélidos sollveis totais (SST) foi realizada
mediante a refratometria, utilizando-se refratbmetro digital (modelo RTD-45), com
leitura na faixa de 0 a 95° de Brix. As leituras foram realizadas colocando gotas de
suco de frutos individualmente. A determinagéo do potencial hidrogenionico (pH) foi
realizada com a imersdo do sensor do pHmetro digital (potencidmetro com eletrodo
de vidro), modelo (W3B) no suco extraido dos frutos. A producéo por planta (PROD)
foi obtida pela quantidade colhida em quilogramas durante a conducdo do

experimento.

3.2.3.4. Anélise dos dados

Para comparar o modelo em blocos casualizados (DBC) e post-hoc
blocking Row-Col foi realizada a andlise no programa R por meio do pacote
ASReml. Segue abaixo as equagdes: primeiro utilizando o modelo em DBC, e

segundo a equacao baseada no modelo row-column.

Yik= M * bloco; + individuo; + ¢

Yi= M + bloco; + individuo; + row,+ col+ g
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Onde: Yj € o valor para a respectiva caracteristica no ith bloco (1-4); na
jth individuo (j=1-263), na kth linha (k=1-27) e na Ith coluna (I= 1-12); y € a média
global; B; corresponde ao efeito fixo de blocos; |; corresponde ao efeito aleatdrio de
individuo ~NIID (0, A 63), rowk corresponde ao efeito aleatdrio das linhas ~NIID (0,
| 02,,), colicorresponde ao efeito aleatério das colunas ~NIID (O, | ogol) e gjéo
efeito aleatorio do residuo para ith bloco jth individuo na kth linha e Ith coluna ~NIID
(0, 1 02). A matriz | € a matriz identidade, enquanto A é a matriz de parentesco
derivada da informacéo de pedigree.

Foi utilizado o teste de Qui-Quadrado (x?) para comparar os modelos por
meio do teste de razdo de verossimilhnanca (LRT). Essa comparagdo tem como
objetivo avaliar a significancia da técnica post-hoc blocking Row-Col na anélise das
observacdes. Baseado no LRT foi escolhido o melhor modelo para predizer os
BLUP dos valores genéticos aditivos e estimar os componentes de variancia via
REML.

De acordo com modelo descrito em Viana e Resende (2014), a andlise de

deviance foi obtida da seguinte forma:

D = -2In(L)
In(L)= =1/2In|X"V-'X|-1/2In|V|-1/2(y=Xm) V" (y=Xm),

Em que: In (L) € o ponto maximo da funcdo de logaritmo de maxima
verossimilhanca restrita (REML); y € o vetor da variavel analisada; m é o vetor dos
efeitos das observagfes, assumido fixo, X é a matriz de incidéncia dos efeitos fixos;
e V é a matriz de variancia-covariancia de y.

O teste estatistico LRT (teste de razdo de verossimilhanca) foi utilizado
para testar o significado dos efeitos, da seguinte forma:

LRT= |-2In(Lse) + 2In(Lm),

Em que: Lse € 0 ponto méaximo da funcédo de maxima verossimilhanca para
o modelo reduzido (sem os efeitos) e Lim € 0 ponto maximo da funcdo de méaxima
verossimilhanca para o modelo completo.

As analises de predicdo dos ganhos genéticos e estimativa dos
componentes de variancia via REML/BLUP foram realizadas pelo software
estatistico genético Selegen, via modelo que permite a avaliacdo de individuos em

familias de meios-irméos (Resende, 2016). O modelo utilizado foi: y = Xr + Za + Wp
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+ e, em que y é o vetor de dados; r € o vetor dos efeitos de repeticdo (assumidos
como fixos) somados a média geral; a é o vetor dos efeitos genéticos aditivos
individuais (assumidos como aleatérios); p € o vetor dos efeitos de parcela; e € o
vetor de erros ou residuos (aleatérios). X, Z e W representam as matrizes de
incidéncia para os referidos efeitos.

As solucbes para as equagOes de modelos mistos foram obtidas por
meétodos iterativos de resolucdo de sistemas de equacdes lineares. Estimadores
iterativos dos componentes de variancia por REML via alogaritimos EM
(Expectation-Maximization).

2
Vherdabilidade individual no sentido restrito no bloco; h?= 0204-602

a e

v Variancia fenotipica; 0?=02+02

Vvariancia genética aditiva; o2 - [aAa+02 tr(A'C*?)]/q
,.em que:

tr: operador traco matricial;

C22 advém de:

o1 [Cr (312].1:[011 c'
Cyi Coo o2 o2

C: matriz dos coeficientes das equacdes de modelos mistos.

vacuracia da predicéo dos valores genéticos;

r3,=[1-PEV/03]/2

Utilizou-se a classificacdo das herdabilidades baseada em Resende
(1995), que considera os valores 0,01 até 0,15 baixos, de 0,15 até 0,50 séo
medianos e superiores a 0,50 sdo altos. E para acurcia classificou-se como muito
alta (=0,90), alta (0,89 a 0,70), moderada (0,69 a 0,50) e baixa (<0,49) Resende e
Duarte (2007).

Para verificar se ha incremento no ganho genético foram utilizadas trés
diferentes estratégias de selecdo. A selecdo dentro de familias baseia-se em
selecionar as duas melhores plantas das 23 familias de meios-irmaos, totalizando
46 plantas. Outro método consiste na selecdo entre familias utilizando-se as 18
melhores familias. Para essas duas estratégias os ganhos com a sele¢do foram
fornecidos pelas anélises do software estatistico genético Selegen e os ganhos em

porcentagem foram estimados pela expressdo G% = (ganho x 100) / média geral,
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em que ganho é o ganho genético predito; e média geral é a média da caracteristica
avaliada. O terceiro método consiste na estratégia de selecdo obtida por Silva et al.

(2009) pelo uso da metodologia de selecao direta e indice de selecao.

3.2.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Pelo teste de raz&o de verossimilhanca o modelo proposto post-hoc
blocking Row-Col apresentou desempenho semelhante ao modelo de blocos
casualizados, ndo havendo diferenca estatistica para todas as caracteristicas
avaliadas (Tabela 1).

Silva et al. (2016) encontraram resultado diferente ao avaliar 81 progénies
de irmaos completos de maracujazeiro-azedo. Observaram que o modelo post-hoc
blocking Row-Col apresentou melhor ou igual desempenho quando comparado ao
modelo de blocos casualizados para todas as caracteristicas avaliadas. Para as
caracteristicas numero de frutos e producédo observaram diferencas significativas
(P<0,01) entre os modelos avaliados. Com base nos resultados favoraveis obtidos,
o0 modelo proposto post-hoc blocking Row-Col foi escolhido para todas as analises
subsequentes. Kempton et al. (1994) verificaram uma superioridade da técnica
post-hoc blocking Row-Col em comparacéo ao de blocos casualizados em ensaios
com cereais, reportando ganhos mais eficientes.

Uma das possiveis causas de ndo haver diferenca significativa entre os
dois modelos testados, deve-se ao numero inferior de familias utilizado no presente
trabalho, desta maneira ndo houve problemas com heterogeneidade das parcelas
dentro de cada bloco. O delineamento em blocos ao acaso sofre com perdas de
eficiéncia quando ocorre avaliagdo de um numero elevado de tratamentos. Isto
porque o tamanho do bloco aumenta proporcionalmente com o0 numero de
tratamentos, e a homogeneidade das parcelas dentro de blocos grandes fica dificil
de ser mantida, o que prejudica, consequentemente, as comparacoes dos
tratamentos. Assim, para delineamento em blocos ao acaso espera-se elevacao do
erro experimental com o aumento do nimero de tratamentos (Gomez e Gomez,
1984).
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A partir disto, o modelo em blocos casualizados, por apresentar maior
simplicidade na realizacdo da andlise de dados, foi escolhido para estimar os

componentes de variancia e predi¢cdo dos valores genéticos do presente estudo.

Tabela 1. Probabilidade de significancia (P-valor) para o teste de razdo de
verossimilhanca, comparando os modelos propostos para o delineamento em
blocos completos casualizados (DBC) e post-hoc blocking Row-Col, em
caracteristicas de maracujazeiro-azedo. Campos dos Goytacazes, RJ, 2019.

Caracteristicas DBC  Row-Col d=2[logL2—-log Li] x?P-valor
NUmero de frutos -965,05 -965,05 0,00035 0,99
Producéo -2281,53 -2281,53 -1,31E-05 1
Peso fruto -1049,66 -1049,56 0,200 0,90
Comprimento de frutos -617,38 -616,72 1,314 0,51
Diametro de frutos -1335,28 -1334,82 0,914 0,63
Espessura de casca -163,23 -162,83 0,802 0,66
Porcentagem de polpa -595,43 -595,26 0,339 0,84
Solidos soluveis totais -305,93 -305,91 0,043 0,97
pH 389,86 391,80 3,870 0,14

Na Tabela 2, séo apresentados os valores de deviance, cujos resultados
demonstram a existéncia de diferenca significativa pelo teste de Qui-quadrado a
5% de probabilidade para as caracteristicas numero de frutos, peso de frutos,
comprimento e diametro de frutos e porcentagem de polpa, indicando a existéncia
de variabilidade genética entre os genotipos avaliados, o que possibilita 0 sucesso
na selecdo de gendtipos superiores.

Os maiores valores de variancia aditiva foram observados para as
caracteristicas de producéo por planta e peso de frutos (3.463 e 385,94), indicando
uma alta variabilidade genética para estas caracteristicas na populacdo avaliada
(Tabela 3). Ramalho et al. (1993) consideram a variancia aditiva como a mais

importante para o melhorista e é ela a responsavel pelo efeito positivo da selec¢éo.
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Tabela 2. Analise de deviance para caracteristicas produtivas e de qualidade de
frutos em familias de meios-irmédos de maracujazeiro-azedo. Campos dos
Goytacazes, RJ, 2019.

NF PROD PF
Efeito Deviance  LRT (x?) Deviance LRT (x?) Deviance LRT (x?)
Gendtipos 1935,14 5,87** 4562,52 1,74ns 2102,79 4,11*
Modelo completo 1929,27 4560,78 2098,68

COMP DIAM EC

Efeito Deviance  LRT (x3) Deviance LRT (x?) Deviance LRT (x?)
Gendtipo 1240,49 5,72** 1054,94 6,12** 325,79 2,05
Modelo completo 1234,77 1048,82 323,74

SST PH PP
Efeito Deviance  LRT (x?) Deviance LRT (x?) Deviance LRT (x?)
Gendtipo 404,98 0,57ns -779,38 1,76"s 1194,56 3,77*
Modelo completo 404,41 -781,14 1190,79

** gsignificativo a 5 % de probabilidade pelo teste Qui-quadrado. LRT(x?): teste de razdo de

verossimilhanca.

As estimativas de variancia fenotipica variaram de 15829,00 a 0,01 (Tabela

3). Os maiores valores foram obtidos para as caracteristicas de produc¢éo por planta

e peso de fruto (15829,00 e 1179,85, respectivamente) indicando maior influéncia

do ambiente na expressao dessas caracteristicas. Silva e Viana (2012) avaliaram

140 familias de irmdos completos de maracujazeiro-azedo, provenientes do

segundo ciclo de selecao recorrente e obtiveram estimativas de variancia fenotipica

de 328,25 para PF. No entanto, o valor obtido neste trabalho foi superior, indicando

maior influéncia ambiental na expressao dessa caracteristica.



Tabela 3. Estimativas dos parametros genéticos via procedimento REML, para caracteristicas de producao e qualidade de maracuja.

Campos dos Goytacazes, RJ, 20109.

Parametros Genéticos

Caracteristicas

NF PROD PF COMP  DIAM EC  SST PH PP
0% 250,46  3463,9 385,94 13,75 733 031 022 0,003 10,60
0% 622,59  15829,00  1179,85 41,69 2041 1,25 171 001 3510

h?a 0,41 0,21 0,32 0,33 035 024 013 021 0,30
h2mp 0,55 0,36 0,48 0,51 053 0,38 023 0,36 0,48
h2ad 0,37 0,19 0,28 0,27 029 022 012 0,18 0,25
c2parc 0,05 0,10 0,05 0,004 0,005 011 0,16 0,08 0,01
ACprog 0,74 0,60 0,69 0,71 073 062 047 0,60 0,69
Média geral 47,32 7,77 168,13 87,26 7727 659 115 268 46,24

Variancia genotipica aditiva entre progénies de maracujazeiro (02a), variancia fenotipica individual (o%), herdabilidade individual no sentido restrito (hZa),
herdabilidade com base na média de progénies (h?mp), herdabilidade aditiva dentro de familia (h2ad), coeficiente de determinagéo dos efeitos de parcela (c?parc),

acuracia da selecao de progénies (AcCprog).

6€
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As estimativas de herdabilidade individual (h2a) variaram de 0,41 a 0,13
(Tabela 3). Apenas a caracteristica solidos solUveis totais obteve baixo valor de
herdabilidade (0,13) seguindo classificacdo de Resende (1995), indicando
dificuldades na selecéo para esse carater. Uma das possiveis causas dessa baixa
estimativa € o fato de que a populacéo j& passou por trés ciclos de selecéo e essa
variavel ja estaria estabilizada com uma presenca de baixa variabilidade genética
na populacdo, porém com valores ja aceitaveis para os frutos. Assuncéo et al.
(2015) avaliaram a selecéo individual de plantas de maracujazeiro-azedo quanto a
qualidade de frutos via REML/BLUP e também observaram baixas estimativas de
herdabilidade individual para a caracteristica de SST (0,07).

Para as demais caracteristicas as herdabilidades individuais (h?s) foram de
magnitude mediana. Valores de herdabilidade de média e alta magnitude indicam
situacao favoravel a selecéo (Viana et al., 2004). De acordo com Farias Neto et al.
(2007), a herdabilidade individual de 44,6% encontrada na selecao de progénies de
acaizeiro para altura de cachos, demonstrou um grande potencial para selecdo
dentro do experimento.

As maiores estimativas para a herdabilidade média da progénie (h?mp)
foram observadas para numero de frutos, comprimento e diametro de frutos (0,55,
0,51 e 0,53) sendo classificados como valores de alta magnitude (Tabela 3). Como
essas familias ja sdo selecionadas, ndo se torna interessante a selecao entre, mas
sim dentro de familias. Oliveira et al. (2008) avaliando os ganhos genéticos preditos
por meio de diferentes indices de selecao, em seis caracteres relacionados ao fruto,
em 16 familias de meios-irméos de maracuja, observaram valores das estimativas
dos coeficientes de herdabilidade médias (h?mp), variaram de 0,11 a 0,57, e as
maiores herdabilidades (acima de 0,50) foram encontradas em comprimento dos
frutos, nimero de frutos por planta e peso de fruto.

A herdabilidade para a selecdo dentro de familias (h%ad) (Tabela 3)
apresentou magnitude similar a herdabilidade individual. Observa-se que mesmo
no quarto ciclo de selecéo recorrente ainda ha variabilidade dentro das familias
avaliadas. Ferreira et al. (2016) ao avaliar o segundo ciclo de selecao recorrente do
maracujazeiro-azedo da UENF, verificou estimativas de herdabilidade dentro das
familias de alta magnitude (0,65, 0,78 e 0,67 para NF, PT e PF, respectivamente)

mostrando que o ganho genético dentro foi maior que entre familias. Neste caso,
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pode-se fazer selecdo entre e dentro de familias para explorar a variabilidade e
aumentar o ganho genético.

O coeficiente de determinacgdo dos efeitos de parcela (c?parc) foi de baixa
magnitude, com excecao das caracteristicas de espessura e soélidos sollveis totais
(11 e 16%) (Tabela 3). O c?parc quantifica a variabilidade das parcelas dentro dos
blocos, sendo que estimativas até 10% n&o chegam a interferir na estimativa dos
parametros genéticos (Resende, 2002).

A acuracia € o parametro mais importante na avaliacdo da precisdo no
acesso a variagcao genética verdadeira, assim, quanto maior o valor da acuracia,
maior é a confianga na avaliacdo e no valor genético predito (Resende, 2002). Para
as caracteristicas de namero de frutos (0,74), comprimento e diametro de frutos
(0,71 e 0,73), a acurécia foi de alta magnitude, segundo classificacdo de Resende
e Duarte (2007) (Tabela 3). A producéo, peso de frutos, espessura de casca, ph e
porcentagem de polpa (0,60; 0,69; 0,62; 0,60 e 0,69) estdo em média magnitude,
valores que ainda estimam com seguranca o0s valores genéticos preditos e
herdaveis. Apenas a caracteristica de solidos soluveis totais (0,47) apresentou
baixo valor de acurécia, inferindo menor confiabilidade dos dados, possivelmente
por essa caracteristica ser altamente influenciada pelo ambiente ou pela baixa
herdabilidade e por consequéncia reduz os valores de acuracia.

Silva et al., (2009) avaliaram uma estratégia de selecéo na fase de geracao
e teste de progénies de maracujazeiro-azedo e obtiveram ganhos genéticos por
meio da selecdo truncada e do uso de indice de selecdo, considerando duas
simulacbes de ganho, uma, selecionando oito familias superiores, e outra,
selecionando 18 familias superiores. Os ganhos observados pelos autores foram
inferiores quando comparado aos dois métodos testados neste presente estudo
para as caracteristicas de numero e peso de frutos. Os ganhos diretos selecionando
oito familias superiores para caracteristica de numero de frutos (2,97%) e peso de
frutos (7,83%) e selecionando 18 familias superiores o ganho para niamero de frutos
(1,19%) e peso de frutos (3,49%). Os ganhos utilizando indice de sele¢cdo quando
foram selecionadas oito familias superiores para caracteristica de niumero de frutos
(2,47%) e peso de frutos (3,1%) e selecionando 18 familias superiores o ganho para
namero de frutos (1,03%) e peso de frutos (3,18%). Os ganhos diretos para cada

caracteristica individual foram maiores do que os obtidos pelo indice de selecao.
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Tabela 4. Estimativas de ganhos de selecéo preditos em trés diferentes métodos
de selecdo em maracujazeiro-azedo. Campos dos Goytacazes, RJ, 2019.

Silva et al. (2009)

Selecao dentro Selecgéo entre Selecao indice de
Caracteristicas
direta selecdo
Ganho% Ne Ganho% Ne GS%! GS%? GS%' GS%?
NF 42,83 36,8 26,76 36 297 1,19 2,47 1,03
PROD 21,88 36,8 15,08 36 - - - -
PF 14,29 36,8 8,59 36 7,83 3,49 3,1 3,18
COMP 4,70 36,8 3,02 36 2,79 1,27 0,64 0,47
DIAM 3,70 36,8 2,35 36 356 1,56 2,64 1,36
EC 1,37 36,8 2,91 36 -585 -3,07 0,64 0,65
SST 2,69 36,8 1,91 36 - - - -
PH 2,04 36,8 1,43 36 - - - -
%POLPA 6,43 36,8 4,72 36 - - - -

GS%?! -ganho de selecdo em porcentagem, considerando a sele¢@o de 8 progénies superiores.
GS%? - ganho de selegdo em porcentagem, considerando a selegdo de 18 progénies superiores.
Ne - Tamanho efetivo.

Com a selecdo dentro de familias de meios-irméos pode-se observar
ganhos superiores a selecao entre familias e aos ganhos encontrados por Silva et
al. (2009) para as caracteristicas numero de frutos, producdo, peso de frutos,
comprimento e didmetro de frutos, sélidos sollveis totais, pH e porcentagem de
polpa (Tabela 4). Para a caracteristica de espessura de casca (1,37%) o ganho foi
positivo, porém menor do que o encontrado com a selecédo entre familias (2,91),
uma vez que se busca a reducéo da expressao dessa caracteristica. Fortaleza et
al. (2005) afirmam que frutos de maracuja séo preferidos quando possuem casca
mais fina, pois apresentam maior quantidade de polpa.

Estudos indicam reduc&o na variabilidade genética apés alguns ciclos de
selecao recorrente, geralmente, em virtude da reducéo no tamanho da populacéo
(Hallauer, 1971). A deriva genética pode acarretar perda de alelos favoraveis ou
fixacdo dos alelos desfavoraveis e pode haver reducéo acentuada da variabilidade
genética, o que pode comprometer os ganhos genéticos (Hallauer et al., 1988).
Associado a isso, no caso do maracujazeiro-azedo, deve-se preservar a
diversidade de alelos de autoincompatibilidade, visto que o cruzamento entre
individuos aparentados via reducédo do numero efetivo, pode gerar problemas de

polinizagéo e frutificacdo das familias selecionadas. Portanto, a intensidade de
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selecdo a ser aplicada é uma decisao importante, ja que, se for muito elevada, pode
ocorrer deriva genética por causa do tamanho efetivo reduzido das populagbes
geradas pela recombinacéo das progénies selecionadas (Reis et al., 2011).
Associado a esse fato, um melhor equilibrio pode ser estabelecido entre a
covariancia genética a ser capitalizada. A covariancia entre os modelos de efeitos
aleatérios pode ser otimizada na sele¢cdo dentro das familias. O controle de
polinizacdo, com a coleta individual das melhores plantas, promovera um melhor
aproveitamento do componente genético aditivo, capitalizado nas familias dos

meios-irmaos (Viana e Resende, 2014).

3.2.5. CONCLUSOES

A estratégia de selecdo dentro de familias de meios-irmdos permitiu a
obtencdo de ganhos superiores a selecao entre familias, tornando-se o método
mais indicado por promover uma pressao de selecdo menor, possibilitando a
geracao de familias superiores de irmaos completos de maracujazeiro-azedo.

A técnica post-hoc blocking Row-Col para o presente estudo, apresentou
desempenho semelhante ao modelo de blocos casualizados, ndo havendo uma
coleta de dados com maior acuracia dos tratamentos. Sendo assim, torna-se mais

relevante a utilizacdo do delineamento em blocos casualizados.
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3.3. ESTRUTURA POPULACIONAL DE MARACUJAZEIRO-AZEDO NO
QUARTO CICLO DE SELECAO RECORRENTE

3.3.1. INTRODUCAO

O melhoramento genético do maracujazeiro trouxe avancos significativos
em relacdo a produtividade, qualidade de frutos, resisténcia e tolerancia as doencas
e pragas importantes da cultura (Santos et al., 2015; Silva et al., 2016; Ribeiro et
al., 2019). Ainda assim, devido a importancia econdmica e social do maracujazeiro-
azedo, os programas de melhoramento genético devem intensificar suas pesquisas
visando o desenvolvimento de novas cultivares (Silva et al., 2016).

A metodologia de selec&o recorrente intrapopulacional tem sido utilizada
para o lancamento de novas cultivares de maracujazeiro no mercado (Viana et al.,
2016). Contudo, o éxito de qualquer programa de selecdo recorrente depende,
necessariamente, da variabilidade genética da populacéo envolvida. A variabilidade
genética € de essencial importancia para o melhorista, pois sem ela ndo seria
possivel identificar genoétipos superiores para a obtencdo de progressos no
melhoramento de plantas por meio da selecao artificial (Ramalho et al., 2012).

Para que se obtenha ganho genético com o0 uso da selecdo recorrente é
necessario compreender as variacdes genéticas, ja que as alteracdes nas
frequéncias alélicas devido a selecéo e a fixacdo aleatoria dos alelos, atuante em
populacdes finitas, poderia ocasionar perda ou reducéo na variabilidade (Pereira e
Vencovsky, 1988; Solomon et al., 2010).
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Com isso, torna-se necessario o uso de descritores agronébmicos na
determinacdo da divergéncia genética, por avaliar simultaneamente Varios
caracteres e permitir diferentes abordagens sobre os dados analisados,
possibilitando esclarecer tanto a relacdo quanto o efeito de cada variavel
separadamente (Ferreira, 1996; Coimbra et al., 2007).

No caso do maracujazeiro-azedo, por se tratar de uma espécie semi-
perene, as estimativas de reducdo da variabilidade genética com base em
informacgdes agrondmicas requerem muito tempo e sofre forte influéncia ambiental.
Na busca por métodos de sele¢do mais eficientes, os marcadores moleculares
podem conferir algumas vantagens em relacdo ao processo seletivo de plantas,
com economia de tempo e recursos financeiros, além de garantir a existéncia da
diversidade genética necessaria para a continuidade do programa (Silva et al.,
2016).

Marcadores moleculares séo tidos como ferramentas Uteis para detec¢ao
de variagcbes no genoma, aumentando o poder da analise genética das plantas
(Caixeta et al., 2009). Entre as classes de marcadores moleculares disponiveis, 0s
marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) podem ser utilizados na
discriminagéo e caracterizagdo molecular de individuos. O método ISSR tem como
vantagem ser um marcador reprodutivel, sem qualqguer necessidade de
informacdes prévias de sequéncia para analises genéticas (Kumar et al., 2011).

Os marcadores SSR’s se destacam por serem abundantes no genoma,
codominantes, multialélicos, possuirem boa reprodutibilidade e ampla cobertura do
genoma (Moe et al.,, 2010). Estudos de estrutura genética populacional sao
comumente estimadas utilizando marcadores microssatélites (SSR). Segundo
Pritchard et al. (2000), um dos métodos frequentemente utilizados para examinar a
estrutura da populacdo é chamado STRUCTURE, uma abordagem baseada em um
modelo para atribuir individuos a subgrupos.

Portanto, o presente estudo tem como objetivo estimar a variabilidade
genética no quarto ciclo de selecéo recorrente do maracujazeiro-azedo, visando
compreender melhor a estrutura genética da populacdo. Desta forma, realizar a
selecdo de genotipos superiores e contrastantes para avanco de geracdes no

programa de melhoramento da cultura.
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3.3.2. REVISAO

3.3.2.1. Diversidade genética a partir de varidveis agronémicos

O sucesso de um programa de melhoramento depende inicialmente da
escolha dos genitores, que, ao serem cruzados, aumentam as chances de
obtencdo de genotipos superiores em geracdes segregantes (Cruz e Carneiro,
2006).

A exploragéo da variabilidade genética dentro do género Passiflora ou em
populacdes segregantes constitui uma atividade importante para o melhoramento
genético, pela possibilidade de identificacdo de plantas que apresentem melhores
caracteristicas de produtivas, qualidades organolépticas e de adaptacdo a
diferentes estresses abibticos e bidticos (Gepts, 2006; Goncalves et al., 2008;
Faleiro et al., 2011).

O estudo da divergéncia genética permite a tomada de decisfes na escolha
de parentais. Uma vez que se utilizam gendtipos mais divergentes em esquema de
cruzamentos é possivel obter populacdes segregantes com maior variabilidade
genética (Cruz et al., 2011). A diversidade genética pode ser determinada por meio
de caracterizacbes morfoagronémicos, fisioldégicos, bioquimicos, citogenéticos e
moleculares (Valois et al., 2001).

A estatistica multivariada tem sido amplamente utilizada para quantificar a
divergéncia genética (Fonseca et al., 2006). Varios métodos multivariados podem
ser aplicados na predicdo da divergéncia genética. A escolha do método mais
adequado deve ser realizada em funcéo da precisdo desejada, da facilidade de
analise e da forma como os dados foram obtidos (Cruz et al., 2004).

As medidas de dissimilaridade, muito utilizadas em estudos de diversidade,
tém sido a distancia euclidiana e a distancia generalizada de Mahalanobis, esta
ultima a preferida, dependendo seu uso de uma matriz de covariancias residuais
estimadas pelos ensaios experimentais com repeticdo. Sabe-se que em
experimentos com culturas perenes nem sempre € possivel atender essas
condi¢des. A distancia euclidiana média pode ser obtida por meio das observacdes
individuais dos genotipos, sem a necessidade de experimento que envolvem

delineamentos experimentais (Cruz et al., 2012).
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Os métodos de agrupamento tém por finalidade separar um grupo original
de observacdes em varios subgrupos, de forma a obter homogeneidade dentro e
heterogeneidade entre os subgrupos. Dentre estes métodos, 0s hierarquicos e 0s
de otimizacdo sdo empregados em grande escala pelos melhoristas de plantas.
(Bertan et al., 2006).

Entre os métodos de agrupamento, os hierarquicos tém sido utilizados
com maior frequéncia, o de ligagdo média entre grupos (UPGMA) e Ward
(Mohammadi e Prasanna, 2003). A confiabilidade dos métodos de agrupamentos
depende da magnitude da correlacdo cofenética, que mede o grau de associacdo
entre as distancias estimadas e suas respectivas projecdoes em diagramas ou
graficos (Sokal e Rohlf, 1962). Padilla et al. (2007) e Cerqueira-Silva et al. (2010)
compararam diferentes métodos de agrupamentos e verificaram, com base nos
valores de correlagcdo cofenética, que o UPGMA foi mais confiavel que os métodos
Ward e Ligacdo Simples (SL) em todas as situacdes de analise.

Sousa et al. (2012) com o objetivo de caracterizar e estudar a divergéncia
genética de acessos de P. edulis e P. cincinnata com base em descritores
agrondmicos, observaram que os acessos de P. edulis e P. cincinnata analisados
apresentaram variabilidade genética para a maioria das caracteristicas estudadas,
possibilitando a selecdo de genitores divergentes com relacdo as caracteristicas
fisicas e quimicas dos frutos. As caracteristicas de maior importancia na selecéo
de gendtipos de maracujazeiro foram: numero de sementes, didmetro do fruto,
tamanho do fruto e peso do fruto, sendo que tamanho do fruto, rendimento de suco
e diametro do fruto foram as que mais contribuiram para a divergéncia total entre
0S acessos de maracujazeiro, € a que menos contribuiu foi a acidez titulavel.

Castro et al. (2012) selecionaram descritores morfolégicos minimos para
caracterizarem genotipos de P. edulis. O resultado foi obtido por meio da analise
de componentes principais, com a qual foram indicados 22 dos 28 descritores
analisados para a caracterizacdo de P. edulis, com alta contribuicdo na variacao

total observada.

3.3.2.2. Diversidade utilizando marcadores SSR e ISSR

Comparados com os caracteres morfolégicos, os marcadores moleculares

detectam polimorfismos no nivel do DNA tém a vantagem de ser neutros frente ao
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ambiente, possuem um maior poder discriminativo e sdo altamente reproduziveis,
detectaveis em todas as fases de crescimento da planta (Francia et al., 2005).

Os marcadores moleculares podem ser utilizados para fingerprinting de
genatipos, estudos de diversidade genética, mapeamento, avaliacdo de estrutura
populacional e para a selecdo de gendtipos desejaveis (Rauscher e Simko, 2013).
O uso dos marcadores moleculares em programas de selecdo recorrente
inicialmente também pode auxiliar na investigacdo das mudancas nas frequéncias
alélicas decorrentes da etapa de selecdo inerente a este método.

Os microssatélites consistem de regibes compostas por pequenas
sequéncias de um a quatro nucleotideos repetidos em tandem. Alguns
experimentos verificaram que o genoma dos eucariotos apresenta grandes
guantidades dessas regifes altamente repetitivas (Litt e Luty, 1989). Esses sitios
altamente polimorficos podem ser amplificados via rea¢cdo em cadeia da polimerase
e constituir uma classe de marcadores moleculares altamente informativa (Ferreira
e Grattapaglia, 1998).

O uso deste marcador tem crescido em virtude das suas caracteristicas de
codominéncia, alta reprodutibilidade das bandas, neutro na evolugéo e alto nivel de
polimorfismo proporcionado (Buschiazzo e Gemmell, 2010). Essas caracteristicas
e a necessidade de pequena quantidade de material para analise tornaram os SSR
marcadores indicados para diversas aplicacbes, inclusive em trabalhos
taxondmicos, sistematicos e filogenéticos (Versieux et al., 2012). Os marcadores
microssatélites tém sido utilizados com éxito em trabalhos em maracujazeiros (Reis
et al., 2011; Cerqueira-Silva et al., 2012).

A vantagem da utilizacdo dos marcadores microssatélites, no que se refere
ao conteudo informativo, esta associada a sua expressdo codominante e
multialelismo. Além disso, os microssatélites estdo amplamente distribuidos no
genoma. Além da capacidade de gerar altos niveis de polimorfismo, os marcadores
microssatélites apresentam alta reprodutibilidade, sédo simples de manusear, tém a
capacidade de gerar dados rapidamente e requerem pequenas quantidades de
DNA. A principal desvantagem é o custo do desenvolvimento dos iniciadores, que
séo espécie-especificos (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Os trabalhos com o uso de marcadores microssatélites em maracujazeiro
estdo voltados para identificacdo e caracterizacdo de locos (Padua et al., 2005;

Pereira, 2010; Cazé et al., 2012; Oliveira et al., 2013), insercdo de marcas em
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mapas genéticos previamente construidos (Oliveira et al., 2008; Pereira et al., 2013)
e na diversidade genética (Oliveira et al., 2013; Paiva et al., 2014; Cerqueira-Silva
et al., 2014).

Os marcadores ISSR foram desenvolvidos a partir da necessidade de
explorar repeticdes de microssatélites sem a necessidade do conhecimento prévio
da sequéncia — alvo do DNA. O principio da técnica esta baseado em reacéo de
PCR (Reaction Chain Polymerase) e envolvem amplificacdes de segmentos de
DNA, presente entre duas regides idénticas de microssatélites orientadas em
direcOes opostas (Zietjiewicz et al., 1994).

Os produtos amplificaveis sao geralmente de 200-2000 pb (pares de bases)
de comprimento e apresentam alta reprodutibilidade, possivelmente devido ao uso
de iniciadores longos e de alta temperatura de anelamento. A limitacdo dessa
classe de marcadores estad relacionada ao fato de serem dominantes que
impossibilita estabelecer relagdes alélicas entre os individuos.

Costa et al. (2012) caracterizou a variabilidade genética presente em
acessos do banco de germoplasma e em acessos melhorados do programa de
melhoramento genético do maracujazeiro da Embrapa Mandioca e Fruticultura
(CNPMF), com o uso de marcadores ISSR. Os marcadores ISSR mostraram-se
ferramentas valiosas para estudo de diversidade genética dentro de P. edulis. Com
uso dos marcadores ISSR foi possivel observar variabilidade presente nos acessos
que compdem o BAG-Maracuja e poderao auxiliar na implementacéo de estratégias
mais eficientes a serem utilizadas no Programa de Melhoramento Genético de
Maracujazeiro do CNPMF.

3.3.3. MATERIAL E METODOS

3.3.3.1. Material vegetal

O material utilizado na extracdo de DNA e na caracterizagdo agronémica
foi coletado na Unidade Experimental da UENF em Itaocara — RJ. Foram
selecionados para extracdo de DNA 95 gendtipos pertencentes as 20 melhores
familias de meios-irméos de maracujazeiro-azedo, tendo como critério 0s

individuos mais produtivos (Tabela 1).
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Tabela 1. Codificacdo dos 95 gendtipos de maracujazeiro-azedo selecionados.
Campos dos Goytacazes, RJ, 20109.

Genotipos  Familia  planta Rep | Gendtipos Familia  planta Rep
1 1 2 1 49 22 2 2
2 6 1 1 50 6 3 2
3 6 2 1 51 7 2 2
4 14 1 1 52 1 2 3
5 7 1 1 53 19 3 3
6 7 2 1 54 10 1 3
7 15 1 1 55 10 2 3
8 16 2 1 56 18 2 3
9 21 2 1 57 14 3 3

10 5 1 1 58 7 3 3
11 5 2 1 59 17 1 3
12 5 3 1 60 17 3 3
13 13 1 1 61 15 3 3
14 13 2 1 62 9 1 3
15 18 1 1 63 9 3 3
16 18 3 1 64 11 2 3
17 19 1 1 65 11 3 3
18 19 2 1 66 13 2 3
19 3 1 1 67 13 3 3
20 3 3 1 68 4 1 3
21 20 2 1 69 22 2 3
22 22 1 1 70 21 1 3
23 22 3 1 71 21 2 3
24 4 2 1 72 2 1 3
25 10 3 1 73 2 2 3
26 1 3 2 74 2 3 3
27 10 2 2 75 1 1 4
28 15 1 2 76 1 3 4
29 15 2 2 77 14 1 4
30 15 3 2 78 14 2 4
31 4 1 2 79 17 2 4
32 4 2 2 80 5 2 4
33 19 3 2 81 11 3 4
34 20 1 2 82 3 1 4
35 20 2 2 83 3 3 4
36 20 3 2 84 7 1 4
37 9 2 2 85 9 1 4
38 9 3 2 86 19 3 4
39 14 1 2 87 6 2 4
40 18 2 2 88 6 3 4
41 2 1 2 89 16 1 4
42 2 3 2 90 20 1 4
43 16 2 2 91 21 1 4
44 16 3 2 92 4 2 4
45 17 1 2 93 13 2 4
46 17 3 2 94 18 1 4
47 11 1 2 95 10 2 4
48 3 3 2
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3.3.3.2. Caracterizacdo agronéomica

Os 95 gendtipos foram caracterizados com base nas seguintes

caracteristicas quantitativas:

Numero de frutos por planta (NF): avaliado pelas coletas ao longo da
conducao do experimento.

Producéo por planta em quilograma (PROD): obtida pela quantidade colhida
em quilogramas durante a conducéo do experimento.

Peso médio de frutos por planta em gramas (PF): obtido pela divisdo da
producéo total por planta pelo nimero total de frutos.

Comprimento e didmetro médio de frutos em milimetros (COMP e DIAM):
obtidos a partir de medi¢cdes de uma amostra composta de cinco frutos por
planta das dimens&es longitudinais e das dimensodes transversais dos frutos,
por meio do uso de paquimetro digital.

Espessura média da casca em milimetros (EC): determinada com uso de um
paquimetro digital, medindo-se a porcdo mediana dos cinco frutos, cortados
transversalmente, no sentido de maior diametro.

Teor de sélidos solluveis totais em grau brix (SST): realizada mediante a
refratometria, utilizando-se refratdmetro digital (modelo RTD-45), com leitura
na faixa de 0 a 95° de Brix. As leituras foram realizadas colocando gotas de

suco de frutos individualmente.

Com as informacdes das caracteristicas agronémicas, foi obtida uma matriz

numeérica com base na distancia euclidiana média, utilizando o programa genes

(Cruz et al., 2013). A analise de agrupamento dos individuos via dendrograma foi

feita pelo método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Average), com auxilio

do programa R.

3.3.3.3. Extracéo e quantificagdo do DNA genémico

As amostras de folhas jovens foram coletadas individualmente de cada

gendtipo e maceradas em nitrogénio liquido, no Laboratério de Melhoramento

Genético Vegetal da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro,
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sendo efetuada a extragdo do DNA gendmico empregando-se o método CTAB
padrao (Doyle e Doyle 1990) com modificacdes.

Apoés a extracdo, o DNA foi submetido a quantificacédo via analise em gel
de agarose a 1% com tampéao TAE 1X (Tris, Acetato de Sodio, EDTA, pH 8,0). As
amostras de DNA foram coradas utilizando a mistura de GelRedTM e Blue Juice
(1:1). As aliquotas de cada DNA foram aplicadas nos poc¢os do gel ao lado de uma
marcador Lambda (A) de 100 pb (100 ng/uL™) (Invitrogen, USA) e submetidas a
eletroforese (80W por 120 min) e a imagem foi capturada pelo sistema de foto
documentacdo MiniBis Pro (Bio-Imaging Systems). A concentracdo das amostras
foi estimada por comparagéao visual da intensidade de fluorescéncia das bandas de
DNA em relacdo ao marcador Lambda (A). Com base neste resultado, todas as

amostras foram diluidas para a concentragéo de trabalho de 5ng pL™.

3.3.3.4. Triagem dos Primers

Foram utilizados 107 iniciadores microssatélites, desenvolvidos para P.
edulis (Oliveira et al., 2006) com a finalidade de identificar locos SSR capazes de
diferenciar os genitores. Apés rastreio, um conjunto de 6 iniciadores polimorficos
foram selecionados para as rea¢6es de amplificacdo. Dos 50 marcadores SSR da
série de Cergueira-Silva et al. (2014) apenas 2 marcadores foram polimérficos.
Quanto aos 13 SSR desenvolvidos por Padua (2005) apenas 1 marcador foi
polimérfico. Para os marcadores do tipo RGA dos 14 iniciadores utilizados, apenas
2 foram polimorficos (Tabela 2).

Em relacéo aos 58 iniciadores ISSR utilizados, 14 detectaram polimorfismo

nos genotipos analisados (Tabela 3).

3.3.3.5. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para marcadores SSR e ISSR

As reacOes de PCR foram realizadas em termocicladores da Applied
Biosystems/Veriti 96 well, obedecendo as seguintes temperaturas e tempo: 1 ciclo
de 94 °C durante 4 minutos (desnaturacao inicial), seguindo-se os 35 ciclos de 94
°C por um minuto (desnaturacéo ciclica), temperatura especifica de cada iniciador,
em °C, por 1 minuto (anelamento do primer), 72 °C por trés minutos (extensao pela

tag-DNA polimerase e incorporacdo de nucleotideos). Apos os 35 ciclos, foi
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realizada uma etapa de extensao final de 72 °C por 7 minutos, posteriormente, a
temperatura foi reduzida para 4°C por tempo indefinido. Para marcadores ISSR
foram utilizados 38 ciclos.

A reacao teve um volume final de 13 pL para cada amostra, contendo 5,38
ML agua ultrapura, 2uL de DNA (5 ng/uL), 1,5 pL de Tampéo 10X (NH4S0O4), 1,5
pL de MgCI2 (25 mM), 1,5 puL de dNTPs (2 mM), 1 yL de iniciador (F+R) (5 uM) e
0,12 uL de Tag-DNA polimerase (5 U/uL) (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, EUA).

Apos a amplificagdo, foram adicionados, a cada amostra, 3 yL de Blue
Juice e 3 pL do corante GelRedTM. Essas amostras foram aplicadas em gel de
agarose Metaphor (4%), submerso em tampao TAE 1X. A separacéo eletroforética
foi de aproximadamente quatro horas, a 80 volts. Utilizou-se como marcador de
peso molecular o DNA Scada 100 pb ladder. Ao término da corrida, os géis foram
fotodocumentados utilizando o aparelho MiniBis Pro (Bio-Imaging Systems).

Para marcadores ISSR a separagéo dos fragmentos foi realizada em gel

de agarose a 2%. Para as demais etapas 0s processos foram 0s mesmos.



Tabela 2. Marcadores moleculares microssatélites e TRAP de regifes analogas a genes de resisténcia (Rga) utilizados na genotipagem

de 95 gendtipos de Passiflora edulis. Campos dos Goytacazes, RJ, 2019.

Loco Primer forward Primer reverse Motivo Ta Referéncia
0
PEO8 CCGGATACCCACGCATTA TCTAATGAGCGGAGGAAAGC (GTTGTG)4 (6%) Oliveira (2006)
PE10 AACCTTGATCTCCAGCCTAT GTTTTCGCCCGCGTATT (GA)3z4 60 Oliveira (2006)
PE23 CAATCCCTTGACCCATAGA CGTCCATCCTTCTCCTTT (GA)19 58 Oliveira (2006)
PE46 CATTTCTCAGTCACCCGATA GTCAATGCAGTCATTCACAA (AT)28(TG)1s 61 Oliveira (2006)
PE5S8 GCAATTTCACCATCTTCTGCT CCACGGTCATGGATGTTC (AC)11 62 Oliveira (2006)
PE90 TCAGGAAGATTGCATGTTAGT CTGGGTTTTGTTTATGTTGC (AGC)s 56 Oliveira (2006)
mPs- GTTGGATCAAAGGGTCACA CAACTACTGGATCGAACTGGTA (CGTG)3 63  Cerqueira-Silva et al.
UNICAMPO6 (ATGA)3 (2014)
mPs- CATCCAACCTCCGAACCTTA  TACCCAGTCCGGTCCATTAG (AC)s 58 Cerqueira-Silva et al.
UNICAMP17 (2014)
AO8FP1 CACATTTGCCGTCACTGG CGGCATACGATAAATCTCCTG (TG)9 60 Pédua et al. (2005)
Glus Rga RYNGGNGTW TGYTAYGG A0l (GACTGCGTACGAATTAA) - 47 Pereira et al. (2013)
Rghdr2 Rga CARMGCYAAWGGYAADCC A0l (GACTGCGTACGAATTAA) - 45 Pereira et al. (2013)

Para rga codigo degenerado: K=G/T;M=A/C;N=A/C/G/T;R=A/G;S=C/GW=A/T;Y=CI/T

Temperatura de anelamento Ta (°C).

14°]
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Tabela 3. Sequéncia de primers ISSR selecionados, temperatura de anelamento
(Ta), utilizados na genotipagem de 95 gendtipos de Passiflora edulis. Campos dos
Goytacazes, RJ, 2019.

Primer Sequéncia* Ta (°C)
1 (GA)sC 54
2 CY(GT)s 58
3 (GA)sYC 50
4 (GA)sT 50
5 (CA)RG 56
6 (AG)sT 48
7 (CA)sG 52
8 (GA)YT 46
9 (TC)sA 47
10 (CT)sG 47
11 (GA)sA 47
12 (CT)sT 47
13 (AG)sYT 47
14 (AG)sYA 47

*R=AouG;Y=CouT

3.3.3.6. Andlise estatistica dos marcadores SSR

Os dados obtidos pela amplificacdo dos 9 iniciadores SSR foram
convertidos em codigo numérico para cada alelo por loco. Tal matriz numérica foi
desenvolvida como descrito a seguir: para um loco que apresenta trés alelos, tem-
se arepresentacdo 11, 22 e 33 para as formas homozigotas (A1A1, A2A2 e A3A3)
e 12, 13 e 23 para as heterozigotas (A1A2, A1A3 e A2A3). A partir da matriz
numeérica foi calculada a distancia genética de Smouse e Peakall para 95 gendtipos.
A analise de agrupamento dos individuos via dendrograma foi feita pelo método
UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Average), com auxilio do programa R
(http://www.r-project.org).

A distribuicdo da variabilidade genética dos 95 gendtipos foi estimada, com
o auxilio do programa Genalex 6.5 (Peakall e Smouse, 2012), tendo por base os
seguintes parametros: numero de alelos por loco polimérfico (NA),
heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada (He), indice de

informacéo (I) e indice de fixagao (f).
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3.3.3.7. Andlise estatistica dos marcadores ISSR

As bandas polimoérficas obtidas foram convertidas em dados binarios, onde
(1) é presenca e (0) € auséncia. Para analise da variabilidade genética foi estimado
o coeficiente de similaridade de Jaccard, utilizando-se o Programa Genes (Cruz,
2013). Como resultado foi gerado uma matriz de distancia genética que foi utilizada
pelo software R, para obtencdo do dendrograma utilizando como método de
agrupamento UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean).

3.3.3.8. Andlise da estrutura genética da populacdo utilizando marcadores
SSR

Para verificar a estruturacéo genética dos 95 gendétipos analisados, utilizou-
se 0 método baseado em algoritmos de agrupamentos bayesianos utilizando o
programa “Structure 2.3.4” (Pritchard et al., 2000). Foram empregados o modelo
‘no admixture model” e frequéncias alélicas independentes, usando um “Burnin
Period” de 10.000, seguido de uma extensdo (Markov Chain Monte Carlo) de
50.000 repeticdes, e 10 simulagbes por (k), com (k) variando de 1 a 5. O nimero
de grupos mais provavel foi estimado pelo método Ak proposto por Evanno et al.
(2005).

3.3.3.9. Andlise conjunta das variaveis agronémicas e moleculares

As matrizes de distancia relativa entre as sete variaveis agronémicas
avaliadas foram comparadas com as matrizes obtidas com base nos marcadores
SSR e ISSR, utilizando o pacote Dendextend no programa R (http://www.r-

project.org).

3.3.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise dos dados agrondémicos, utilizando-se o método hierarquico

UPGMA, com base na distancia euclidiana média, separou os 95 genotipos em
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cinco grupos, onde o ponto de corte no dendrograma foi determinado pelo método
de Mojena (1977), baseado no tamanho relativo dos niveis de fusbes (distancias)
(Figura 1).

O grupo 1, formado pelos gendtipos (26, 45 e 65) apresentou as maiores
médias para as caracteristicas de producao (20 kg por planta), nimero de frutos
(114), comprimento e diametro de frutos (95, 69 e 79,44 mm). Porém, para a
caracteristica de solidos soluveis totais (10,54) obteve a menor média comparado
aos demais grupos (Figura 1). Esse comportamento pode ser explicado devido ao
efeito de competic&o entre os frutos por fotoassimilados e um efeito de diluicdo com
0 aumento da quantidade de polpa (Morgado et al., 2010).

O Grupo 2 (genotipos 19, 30, 32, 34, 35, 44, 46, 73 e 79) foi o segundo
grupo mais produtivo, com médias proximas ao do grupo 1. O grupo 4 (92, 29, 81,
28, 57, 67, 66, 71, 5, 83 e 50) se caracterizou por apresentar genétipos com as
menores médias de producao (7,4 kg), numero de frutos (50) e peso de frutos (153

gramas) (Figura 1).

Figura 1. Dendrograma de dissimilaridade genética entre 95 gendétipos de
maracujazeiro-azedo, obtido pelo método UPGMA, baseado na distancia euclidiana
média via caracteristicas fenotipicas quantitativas. Campos dos Goytacazes, RJ,
2019.



58

Os gendtipos que apresentaram maiores similaridades foram 49 com o 84
(4,92) pertencentes ao grupo 3, estes gendtipos apresentaram segunda menor
meédia para a caracteristica de producéao de frutos (10 kg por plantas). Os genotipos
com maior dissimilaridade foram 65, grupo 1 mais produtivo, e 29, grupo 4 menos
produtivo, com distancia de (5841,54). Para escolhas futuras de cruzamentos esse
genotipo pertencente ao grupo 4, por apresentar baixo potencial produtivo ndo seria
indicado (Figura 1). Como o maracujazeiro € uma planta albgama, a escolha
adequada de genitores e o planejamento dos cruzamentos podem elevar ao
maximo a utilizacdo de genes favoraveis ou explorar a heterose por meio de
cruzamentos entre individuos com bons atributos agronémicos e com certo grau de
divergéncia genética, possibilitando a obtencdo de variedades superiores
(Negreiros et al., 2008).

O grupo 5 reuniu 33 genétipos que apresentaram bom desempenho
agrondémico, sendo o terceiro grupo mais produtivo (12,9 kg) (Figura 1). Para futura
escolhas de cruzamento torna-se favoravel utilizar genétipos do grupo 1 e 2
(gendtipos mais produtivos) com gendtipos do grupo 5 que apresentaram maior
distancia fenotipica e boas caracteristicas produtivas e de qualidade de frutos.

Dos 14 primers ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) selecionados foram
gerados um total de 42 bandas polimérficas, com uma média de 3 bandas por
primer. O numero de bandas polimorficas geradas por primer variou de 1 a 7 (Figura
2).

Considerando a divergéncia para marcadores ISSR o dendrograma
apresentado na Figura 2, foram formados 3 grupos. O grupo 1 foi constituido pela
maioria dos genaotipos (96.84%). O grupo 2, alocou os genotipos 23 e 35 e 0 grupo
3 apenas o0 genodtipo 75. Os resultados indicam baixa variabilidade entre os
acessos, considerando que as regides acessadas por esses marcadores sao
conservadas entre 0s genétipos. Resultados similares foram observados por Viana
et al. (2003), ao estudar a diversidade genética entre 21 gendtipos comerciais de
maracuja, por meio 36 iniciadores de RAPD. Os autores verificaram baixo
polimorfismo, mesmo com grandes variacdes morfoldgicas observadas em

condi¢des de campo.
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Figura 2. Dendrograma de similaridade genética entre 95 gendtipos de
maracujazeiro-azedo, obtido pelo método UPGMA, baseado na distancia de
Jaccard via marcadores ISSR. Campos dos Goytacazes, RJ, 2019.

Considerando os marcadores SSR a distancia genética entre 0s acessos
variou de 0 a 0,8. Foram formados trés grupos, com maior distancia entre o genétipo
33 e 58. O grupo 1 foi o que agrupou o maior niumero de gendétipos (86),
representando um percentual de 90,52%, isso remete a uma baixa variabilidade
entre os gendtipos avaliados do quarto ciclo de selecéo recorrente (Figura 3).

Cruzamentos entre individuos do grupo 2 (26, 21, 52 e 68) e do grupo 3 (6,
39, 33, 38 e 59) sdo indicados para manutencdo de variabilidade genética na
populacédo, por contribuir em retardar a elevacdo da endogamia populacional, com
consequente manutencédo da diversidade genética (Figura 3).
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Figura 3. Dendrograma de dissimilaridade genética entre 95 gendtipos de
maracujazeiro-azedo, obtido pelo método UPGMA, baseado na distancia de
Smouse e Peakall via marcadores SSR. Campos dos Goytacazes, RJ, 2019.

No presente estudo, no quarto ciclo de selecdo recorrente o numero de
alelos por loco variou de 2 a 4, com média igual a 2,22 obtendo-se um total de 20
alelos para os 9 locos avaliados (Tabela 4). Silva et al. (2016) avaliaram o terceiro
ciclo de selecao recorrente maracujazeiro-azedo da UENF, observaram que em 10
locos SSR amplificaram um total de 29 alelos, sendo um minimo de dois alelos
(PEO1, PEQ9, PE18 e PE64) e um maximo de seis (PE04), com uma média de 2,9
alelos por loco. Estudos indicam reducdo na variabilidade genética apos alguns
ciclos de selecdo recorrente, geralmente, em virtude da reducdo no tamanho da
populacao (Hallauer, 1971).

Pinto et al. (2003) e Franzoni et al. (2012) utilizando marcadores SSR para
relatar efeitos da selecao recorrente interpopulacional de milho (tropical BR 105 e
BR 106 com a sintéticos IG-3 e IG4) e intrapopulacional em milho-pipoca (CMS-43)

respectivamente, encontraram uma reducdo no numero de alelos e uma mudanca
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na frequéncia do alelo ao longo dos ciclos, ocasionando o afunilamento genético
das populacbes, porém, com a diversidade genética total encontrada permitiu
realizar ciclos posteriores com possiveis ganhos genéticos para as principais
caracteristicas. Essa € uma das principais preocupacdes do melhorista, ou seja,
manter a variabilidade sem estreitar a base genética da populacdo de estudo. Uma
sugestdo importante, para que ndo ocorra tal estreitamento, € verificar se o
tamanho efetivo da populacédo (Ne) que ira compor a etapa de recombinacdo da
selecdo recorrente, esta sendo suficiente para garantir o progresso com a selecao

(Falconer, 1981).

Tabela 4. Estimativa de parametros genéticos em 95 gendtipos de maracujazeiro-
azedo, sendo NA: numero de alelos; I: indice de informacéo; He: heterozigosidade
esperada; Ho: heterozigosidade observada; e F: indice de fixacdo. Campos dos
Goytacazes, RJ, 20109.

Locus NA | He Ho F
PEOS8 2,000 0,511 0,329 0,415 -0,262
PE10 2,000 0,655 0,463 0,614 -0,326
PE23 2,000 0,158 0,071 0,074 -0,038
PE46 4,000 1,075 0,586 0,753 -0,284
PESS8 2,000 0,192 0,091 0,096 -0,050
PE9O 2,000 0,102 0,041 0,042 -0,022
UNO6 2,000 0,058 0,021 0,021 -0,011
UN17 2,000 0,361 0,207 0,234 -0,133
A08 2,000 0,209 0,102 0,000 1,000
Média 2,222 0,369 0,212 0,250 -0,014

O indice de informacao variou de 0,058 (UN06) a 1,075 (PE46) com valor
médio de 0,369, o que indica baixa variabilidade nesta populacdo, mas suficiente
para a continuidade deste programa de melhoramento (Tabela 4). Segundo Padua
et al. (2011) quanto mais préximo a 1 for o valor do indice de informacédo mais
diversificada é a populacdo. Santos (2018) avaliando a diversidade genética por
meio de marcadores moleculares microssatélites SSR em populagdes segregantes
de uva de mesa observaram indice de informac¢éo variando de 0,30 a 1,25 com
média de 0,93, demonstrando alta variabilidade dos genétipos avaliados.

A Ho variou de 0 a 0,753, com média 0,250 e a He variou de 0,102 a 0,586,
com uma meédia de 0,212 (Tabela 4). Valores de He e Ho apresentaram medias
proximas, porém a heterozigosidade observada foi maior que a esperada, iSso

indica um elevado numero de individuos heterozigotos. Isso pode ser explicado,
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pois se trata de plantas que apresentam autoincompatibilidade, mecanismo esse
que induz a alogamia e que mantém um alto grau de heterozigose (Duvick, 1967).

Guimaraes et al. (2018) avaliando a diversidade genética entre os ciclos de
selecédo recorrente da populacdo UENF-14 de milho-pipoca com o uso dos 16
iniciadores SSR-ESTs, indicou uma perda de 61,90% de heterozigosidade
observada (Ho), do ciclo inicial (C0) ao ciclo final (C8), o que pode ser considerada
relativamente grande em comparacdo a heterozigosidade esperada (He), que
reduziu em 18,37%. Por sua vez, a deficiéncia de heterozigotos pode ser devido a
deriva genética, provavelmente resultante da recombinac¢éo de namero limitado de
individuos selecionados ao longo dos ciclos, favorecendo o cruzamento entre
individuos aparentados e consequente incremento de endogamia.

Os valores relacionados ao indice de fixacdo (F) foram negativos para os
locos PE74, PE66, PE18, PE38, PE42, PE90, PE75 e PES58, o que sugere
heterozigosidade (Tabela 4). Os valores negativos ocorrem devido maiores valores
de Ho em relacéo a He. Valores positivos de f foi observado no loco (A08), o que
indica a existéncia de endogamia para esse loco. O f estimado em toda populacdo
apresentou valor médio de -0,014, e variou de -0,011 a 1,000 entre os locos.

Foi utilizada uma abordagem bayesiana para verificar a estrutura genética
da populacéo seguindo critérios de Evano (2005), observou-se o maior valor de AK,
guando foi obtido k=3, indicando que a estruturagcdo maxima observada foi obtida

quando foram formados trés grupos (Figura 4).
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DeltaK = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))
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Figura 4. Valores de delta K (AK) para os respectivos numeros de grupos (K).
Campos dos Goytacazes, RJ, 20109.

O agrupamento bayesiano indicou que nao houve nitida estruturacao entre
0s 95 gendtipos, sugerindo que todos os individuos compartiiham os mesmos
alelos, com uma leve mudanca na frequéncia para alguns genaétipos. Tais
resultados indicam pouca variabilidade entre os locos estudados (Figura 5).

Preisigke (2017) estudando a estruturacdo da variabilidade genética em
gendtipos RC1 do programa de resisténcia ao CABMV em populacdes segregantes
de maracujazeiro, observou que 94 gendtipos avaliados foram agrupados da
seguinte forma: P. setacea no grupo 1; hibrido interespecifico no grupo 2; P. edulis
no grupo 3; e 0s 91 genodtipos RC1 no grupo 4. Mesmo trabalhando com populacao
de retrocruzamento de P. setacea x P. edulis verificou-se que todos 0s grupos
formados compartilham os mesmos alelos, indicando pouca variabilidade entre a
populacdo para os locos estudados, embora os genotipos sejam originados de
parentais fenotipicamente contrastantes. Esses resultados reforcam a hipotese de
gue estes locos se concentram em regides conservadas no genoma do género

Passiflora, com pequena taxa de mutacao.
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Figura 5. Agrupamento pela inferéncia bayesiana de 95 gendtipos de maracujazeiro-azedo (k=3). Campos dos Goytacazes, RJ, 2019.
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Com base na analise conjunta foram formados cinco grupos para variaveis
fenotipicas e trés grupos para varidveis moleculares (SSR e ISSR), porém, o
arranjo entre 0os genétipos nas analises foi distinto (Figura 6 e 7).

O valor de emaranhamento, mede a correspondéncia de genotipos entre
dendrogramas distintos variando de 0 a 1, onde O indica dendrogramas totalmente
correspondentes e 1 dendrograma sem nenhuma correspondéncia. O
emaranhamento obtido foi de 0,57, comparando caracteristicas fenotipicas e
marcadores SSR e 0,58 para dados fenotipicos e marcadores ISSR. Sugerindo
uma explicacao, que esta distingdo de arranjos possivelmente se dé pelo fato de os
marcadores moleculares utilizados ndo serem especificos para determinadas
caracteristicas fenotipicas. Eles amplificam regides mais conservadas do genoma,
nao sendo possivel assimilar uma marca molecular a uma determinada
caracteristica fenotipica. Bianchi (2017), avaliando o emaranhamento entre 55
acessos de Capsicum chinense com base na Distancia de Gower considerando as
variaveis morfoagronémicas e moleculares, obteve um entanglement de 0,58,
préximo do observado neste estudo.

Os agrupamentos com base em informacgbes fenotipicas indicaram
gendtipos a serem utilizados em futuras etapas do programa de melhoramento do
maracujazeiro. Assim, visando aumentar a variabilidade e o ganho com a sele¢éo
nos ciclos subsequente, os gendtipos do grupo 1, 2 e 5 tem potencial para serem

intercruzados constituindo a nova populacéo de selecdo recorrente.
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Figura 6. Emaranhamento entre 95 genoétipos de maracujazeiro-azedo, obtido pelo
pacote Dendextend, com base na Distancia Euclidiana média para caracteristicas
fenotipicas quantitativas e Smouse e Peakall para dados moleculares de SSR.
Campos dos Goytacazes, RJ, 2019.
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Figura 7. Emaranhamento entre 95 gendtipos de maracujazeiro-azedo, obtido pelo
pacote Dendextend, com base na Distancia Euclidiana média para caracteristicas
fenotipicas quantitativas e Jaccard para dados moleculares de ISSR. Campos dos
Goytacazes, RJ, 20109.

3.3.5. CONCLUSOES

Ha variabilidade na populacdo proveniente do quarto ciclo de selecao

recorrente constatada por meio de dados agrondmicos e moleculares, o que
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possibilita a continuidade do programa e a obtencdo de ganhos genéticos com a
selecdo de gendtipos superiores.
Pela inferéncia bayesiana néo foi possivel observar uma estruturacdo bem
definida entre os grupos, o que indica diminuicado na variabilidade entre os ciclos.
Os genotipos do grupo 1, 2 e 5 apresentam potencial para ser intercruzados

para constituir a proxima populacao.
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