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RESUMO

SILVA, Fernando Higino de Lima e; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro; Julho de 2015. ABORDAGEM FENOTIPICA E
MOLECULAR EM PROGENIES DE MARACUJAZEIRO-AZEDO SUBMETIDAS A
SELECAO RECORRENTE. Orientador: Alexandre Pio Viana. Conselheiros: Prof.
Antdnio Teixeira do Amaral Junior e Prof. Messias Gonzaga Pereira.

Tendo em vista a importancia do cultivo do maracujazeiro no Brasil, é de grande
relevancia o aprimoramento dos trabalhos de melhoramento genético na cultura.
Este estudo foi proposto em decorréncia da necessidade de se avancar nas
pesquisas para a populacdo de maracujazeiro-azedo que vem sendo conduzida
até o momento na UENF. O estudo visou conectar informacdes fenotipicas e
genotipicas a fim de desenvolver, posteriormente, cultivares produtivas e
recomendadas para as regides Norte e Noroeste Fluminense. Os objetivos deste
trabalho foram: i) quantificar a diversidade genética entre progénies de
maracujazeiro-azedo com base em descritores morfoagrondémicos por meio do
procedimento Ward-MLM; ii) comparar quatro indices de selecdo e o método
REML/BLUP na avaliagdo de ganhos genéticos preditos das caracteristicas de
interesse; iii) avaliar a implementacao da técnica post-hoc blocking Row-Col para
a avaliacdo das variaveis no programa de melhoramento do maracujazeiro
conduzido; iv) estimar os parametros genéticos via REML com o uso das
informacdes de pedigree; v) investigar a estrutura genética de uma Unica
populacdo de maracujazeiro usando SSR’s. Para isso, avaliaram-se 81 progénies
de irmaos-completos pertencentes ao terceiro ciclo de selecdo recorrente. A
vii



estratégia de classificagdo Ward-MLM para andlise das variaveis
morfoagrondémicas permitiu a constituicdo dos cinco grupos em 26, 5, 15, 16 e 19
progénies. Observou-se um distanciamento do grupo Il em relacdo aos demais
grupos e a aproximacdo dos grupos I, I, IV e V. Entre os quatro indices de
selecéo testados, o de Mulamba e Mock, e Williams proporcionaram os melhores
resultados para a sele¢do das progénies. O método REML/BLUP mostrou-se mais
eficiente, tendo selecionado progénies com ganhos genéticos preditos melhores
que os dos indices de selecdo testados. A técnica post hoc blocking Row-Col
mostrou melhores ou iguais resultados indicados pela estimativa de
verossimilhanga em comparacédo a avaliagdo em blocos casualizados, podendo,
entdo, ser utilizada nos ciclos subsequentes do programa do maracujazeiro da
UENF. Para as herdabilidades estimadas, a caracteristica teor de solidos soluveis
totais apresentou o maior valor (0,53+0,087), enquanto para a caracteristica
produgédo foi observada a menor estimativa (0,24+0,090). Considerando as
correlagcbes genéticas estimadas entre as variaveis, somente quatro foram
significativas. Os 10 marcadores microssatélites amplificaram um total de 29
alelos. Uma andlise da estrutura genética da populagéo revelou que o nimero de
grupos foi k=3. A distancia entre os grupos pode indicar futuros cruzamentos
objetivando a exploracdo da heterose visando a piramidizacdo de alelos

favoraveis para as caracteristicas de interesse.
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ABSTRACT

SILVA, Fernando Higino de Lima e; D.Sc.; State University of North Fluminense
Darcy Ribeiro. July, 2015. PHENOTYPIC AND MOLECULAR APPROACH IN
PASSION FRUIT PROGENIES UNDER RECURRENT SELECTION. Advisor:
Alexandre Pio Viana. Counselors: Anténio Teixeira do Amaral Junior and Messias
Gonzaga Pereira.

Due to the importance of sour passion fruit in Brazil breeding programs must be
improved to accelerate the development of new cultivars. The present study was
proposed due the need to advance in the research terms for the sour passion fruit
population at UENF. The study aimed to connect phenotypic and genotypic
information to develop productive cultivars and recommended to the North and
Northwest regions in Rio de Janeiro State. The objectives were to: i) quantify
genetic diversity among progenies of sour passion fruit based on
morphoagronomic descriptors, using the Ward-MLM procedure; ii) compare four
selection indexes and the REML/BLUP methodology in the assessment of the
predicted genetic gains in the traits of interest; iii) evaluate the post-hoc
implementation of a Row-Col design for the UENF passion fruit breeding trial, iv)
estimate genetic parameters via REML using the pedigree information
economically important traits in full-sib progenies of passion fruit, and v)
investigate the genetic structure of this unique passion fruit population using
SSRs. For such, 81 full-sib progenies belonging to the third recurrent selection
cycle were assessed. The Ward-MLM classification strategy for morpho-
agronomic traits analysis allowed the formation of five groups into 26, 5, 15, 16
iX



and 19 progenies. A certain distance was observed for group Ill, compared to the
other groups while groups I, Il, IV and V showed approximation. Among the four
selection indexes tested, Mulamba and Mock, and Williams provided the best
results for the selection of full-sib progenies. The REML/BLUP method was the
most efficient and selected progenies with predicted genetic gains better than
those of the selection indexes tested. The post-hoc blocking model Row-Col
design presented better or equal fitting of the data, indicated by the likelihood
estimates, than the randomized complete block design and can be used in
subsequent cycles at UENF. For the heritabilities, among the characteristics
evaluated, the SSC showed the highest value (0.53+0.087) while yield presented
the lowest estimate (0.24+0.090). Regarding the genetic correlations only four
correlations among variables were significant. The 10 SSR loci amplified a total of
29 alleles. The analyze genetic structure showed that the number of groups was
K= 3. The distance among the groups may indicate crosses, aiming at the
exploration of heterosis for the pyramiding of alleles favorable for the traits of

interest.



1. INTRODUCAO

O maracujazeiro pertence a familia Passifloraceae, sendo o género
Passiflora considerado o de maior importancia econdmica. De acordo com
Bernacci et al. (2008), a principal espécie cultivada é a Passiflora edulis Sims
(maracujazeiro-azedo), que representa aproximadamente 90% dos pomares
brasileiros, devido principalmente, a sua qualidade, produtividade, vigor e
rendimento em suco (Meletti e Bruckner, 2001; Ferraz e Lot, 2006; Silva et al.,
2014).

O Brasil € o maior produtor mundial de maracujd-azedo, com uma
producdo de cerca de 780 mil toneladas no ano de 2013 (IBGE, 2014). A Regiao
Nordeste, notadamente o estado da Bahia, tem liderado a producdo brasileira,
respondendo por mais da metade da producgédo nacional, seguida pelas Regifes
Sudeste, Norte, Centro-Oeste e Sul (IBGE, 2013). O Estado do Rio de Janeiro
teve no ano de 2011, uma produtividade média de 12.946 t.ha™, destacando-se a
Regido Norte Fluminense como a maior produtora (4.370 t) e o municipio de
Campos dos Goytacazes o maior produtor do Estado (IBGE, 2013).

O cultivo do maracujazeiro-azedo justifica-se pelo réapido retorno
econOmico, com a receita distribuida em varios meses do ano, durante a safra
(Silva, 2009). O manejo inadequado e a falta de cultivares com boas
caracteristicas agrondmicas no mercado brasileiro levam ao baixo rendimento da

cultura do maracujazeiro-azedo. Diante da importancia do cultivo dessa fruteira é



de grande relevancia o aprimoramento dos trabalhos de melhoramento genético a
fim de possibilitar o desenvolvimento de novas cultivares.

Na Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), o
programa de melhoramento genético do maracujazeiro teve inicio em 1998, com a
coleta inicial de véarios genoétipos 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 numero de progénies. Assim, com base nos resultados
destas analises iniciais, optou-se pela elaboracdo de um programa de selecdo
recorrente intrapopulacional (Gongalves, 2005; Gongalves et al., 2007, 2008a,
2009a, Silva, 2009 e Reis, 2010).

N&o é reportado na literatura informacdes a respeito de programas de
melhoramento em Passifloras por meio de sele¢céo recorrente. Trata-se, portanto,
de uma proposta pioneira em termos de pesquisa, possibilitando a geracao de
conhecimento sobre as caracteristicas genéticas dessa fruteira. Devido aos
resultados satisfatorios observados até o momento, a selecdo recorrente
intrapopulacional pode ser utilizada com sucesso no maracujazeiro-azedo, em
todas as regides do mundo onde essa fruteira € cultivada.

O melhoramento genético tem, ha varios anos, proporcionado, com muito
sucesso, 0 aumento de produtividade e a melhoria de varias outras caracteristicas
de interesse na agricultura e na pecuaria (Resende Junior, 2010). Com 0 avanco
em técnicas de biologia molecular e utilizacdo de marcadores moleculares, criou-
se a expectativa de que as informacdes genotipicas dos marcadores moleculares,
uma vez correlacionados com caracteristicas fenotipicas de interesse, pudessem
ser amplamente utilizadas na obtencao e selecdo de individuos com maior valor
genético.

Este estudo foi realizado em decorréncia da necessidade de se avancar
nas pesquisas para a populacdo de maracujazeiro-azedo UENF que vem sendo
conduzida até o momento, conectando informacdes fenotipicas e genotipicas a
fim de desenvolver cultivares recomendadas para as regides Norte e Noroeste
Fluminense. Assim, o trabalho esta organizado em trés capitulos, que englobam

estudos em quantificacdo da variabilidade genética com base em caracteres



morfoagronémicos; comparacdo de quatro indices de selecdo e o método
REML/BLUP na avaliacdo de ganhos genéticos preditos das caracteristicas de
interesse; estimacdo de parametros genéticos via REML com a utilizacdo das
informacdes de pedigree, avaliacdo do comportamento da diversidade genética e
investigacdo da estrutura populacional de uma populacdo de maracujazeiro-
azedo a partir do uso de marcadores microssatélites.



2. OBJETIVOS

2.1 Gerais: Promover informacdes para as etapas de avaliagdo, selecdo e
recombinacdo de progénies de Passiflora edulis do programa de melhoramento
conduzido na UENF, a fim de, futuramente, desenvolver cultivares recomendadas

para as regides Norte e Noroeste Fluminense.

2.2 Especificos: i) quantificar a diversidade genética entre progénies de
maracujazeiro-azedo com base em descritores morfoagrondmicos por meio do
procedimento Ward-MLM; ii) comparar quatro indices de selecdo e o método
REML/BLUP na avaliagdo de ganhos genéticos preditos das caracteristicas de
interesse; iii) avaliar a implementacdo da técnica post-hoc blocking Row-Col para
a avaliacdo dos dados; iv) estimar os parametros genéticos via REML com o uso
das informacgOes de pedigree; v) avaliar o comportamento da diversidade genética
e investigar a estrutura genética de uma Unica populacdo de maracujazeiro

usando marcadores microssatélites.



3. CAPITULOS

3.1 QUANTIFICACAO DA DIVERSIDADE GENETICA EM PROGENIES DE
MARACUJAZEIRO-AZEDO UTILIZANDO A METODOLOGIA WARD-MLM:
ESTRATEGIA PARA FORMACAO DE GRUPOS HETEROTICOS

3.1.1 INTRODUCAO

O Brasil é considerado centro de origem de aproximadamente 139
espécies de Passiflora e o maior centro de diversidade genética do género
(Bernacci et al., 2008). A caracterizacdo e a exploracdo da variabilidade genética
de espécies de Passiflora, e também, dentro da espécie Passiflora edulis Sims,
podem revelar recursos genéticos de grande valor, sejam novas variedades para
os sistemas de producao, seja na sua utilizacdo em programas de melhoramento
genético (Faleiro et al., 2005).

O estudo do conhecimento da diversidade genética em qualquer programa
de melhoramento consiste em uma atividade importante por permitir a
diferenciacdo de acessos, auxiliando na identificacdo de gendtipos contrastantes
a fim de realizar cruzamentos promissores, sendo importante para a identificacao

de possiveis grupos com maior grau de heterose nos cruzamentos futuros.



Melchinger e Gumber (1998) definiram grupo heterético como “um grupo de
genotipos relacionados ou ndo a partir de iguais ou diferentes populacdes, que
exibem semelhante capacidade combinatéria e heterose quando cruzados com
gendtipos de outros grupos de germoplasma geneticamente distintos”.

Apesar da importancia, poucos tém sido os estudos de avaliacao de grupos
heteréticos de maracujazeiro-azedo nos programas de melhoramento com a
cultura (Viana et al., 2007).

A guantificacdo da variabilidade genética pode ser estimada por meio de
andlises multivariadas que se baseiam nas diferencas entre os acessos. O uso de
algoritmos multivariados que vise quantificar a dissimilaridade entre os individuos
€ considerado uma ferramenta essencial para o melhoramento de plantas
(Goncalves et al., 2008b). Dentre os métodos multivariados, o procedimento Ward
- Modified Location Model (MLM), proposto por Franco et al. (1998), consiste em
uma excelente estratégia para a quantificacdo da variabilidade utilizando as
variaveis quantitativas e qualitativas simultaneamente.

Diante do exposto, o presente trabalho teve por objetivo quantificar a
diversidade genética entre progénies de maracujazeiro-azedo em terceiro ciclo de
selecdo recorrente intrapopulacional, a fim de definir possiveis grupos heteréticos,
com base em descritores morfoagrondmicos por meio do procedimento Ward-
MLM.

3.1.2 REVISAO

3.1.2.1. Género Passiflora: origem, aspectos botanicos, agronémicos e

econdbmicos.

A maioria das espécies de Passifloraceas descrita € originada da América
Tropical. Embora sejam encontradas desde a regido Amazonica até o Paraguai e
nordeste da Argentina, € o Brasil um dos principais centros de diversidade
genética dessa familia de plantas (Bernacci et al. 2013).

Maracuja é a denominagéao indigena, de origem tupi, que significa ‘alimento

em forma de cuia’. O maracuja pertence a familia Passifloraceae e também é



conhecido como flor-da-paixao, nome pouco usual no Brasil, que tem origem na
correlagdo da morfologia da flor com os simbolos da Paixao de Cristo (Bernacci et
al, 2008).

O género Passiflora é considerado o mais importante, pois apresenta um
grande numero de espécies, entre as quais estdo aquelas exploradas
comercialmente no mundo (Moraes, 2005). Estima-se que o género Passiflora
seja composto de 465 espécies, que podem ser utilizadas como alimento,
farmacos e ornamento.

As plantas do género Passiflora apresentam-se na forma de trepadeiras
vigorosas. Segundo Martin e Nakasone (1970) as principais espécies do género
sao diploides, com 2n=2x=18 cromossomos.

Na maioria das espécies as folhas sdo simples e alternas, elipticas ou
orbiculares, inteiras ou lobadas, peciolo com ou sem glandulas. As gavinhas,
geralmente solitarias, desenvolvem-se nas axilas das folhas e sdo ausentes em
espécies lenhosas (Cunha et al., 2002). As flores sdo hermafroditas, grandes,
vistosas e protegidas na base por bracteas foliares, e 0os estames aparecem em
ndamero de cinco, presos a um androginéforo bem desenvolvido. Os frutos
usualmente bagas, indeiscentes ou capsulas deiscentes, globosos ou ovoides,
possuem predominantemente coloracdo amarela existindo, entretanto, frutos de
coloracdo vermelha e roxa (Vanderplank, 2000; Ulmer e Macdougal, 2004).

O maracujazeiro é uma planta de fecundacdo cruzada por exceléncia
devido a presenca do fenbmeno da incompatibilidade, isto é, o pélen produzido
em determinada flor ndo pode fecunda-la e nem pode fecundar de forma eficaz,
as demais flores produzidas na mesma planta (Junqueira et al., 2001). Tal
fenbmeno tem implicacdes importantes nas metodologias de melhoramento por
induzir a alogamia e o alto grau de heterozigose, além de ter influéncias na
compatibilidade entre cruzamentos (Allard, 1971).

Devido, principalmente a morfologia floral e & presenca de grados de poélen
pesados e pegajosos, a polinizagdo natural do maracujazeiro-azedo é dependente
de insetos polinizadores, sendo o0s principais as mamangavas do género
Xylocopa. Na auséncia de insetos polinizadores, ha necessidade de polinizagéo
artificial, cujo beneficio a frutificacdo € inquestionavel (Souza e Meletti, 1997).
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 polinizacdo natural (Junqueira et al., 2001; Lima e
Cunha, 2004).

3.1.2.2. Género Passiflora: diversidade genética e a importancia de sua

guantificacao

O Brasil, como um dos maiores centro de diversidade do maracuja, possui
ampla variabilidade genética, o que propicia programas de melhoramento
genético, e cuja caracterizagdo e avaliacao sao ferramentas indispensaveis.

A identificacdo de variabilidade e o conhecimento de constituicbes
genéticas diferentes existentes em populacfes segregantes sdo de fundamental
importancia para a identificacdo de genoétipos superiores e o estabelecimento de
estratégias apropriadas para alcancar éxito no melhoramento genético das
espécies.

Estudos sobre a diversidade genética utilizando informacdes
morfoagronémicas e/ou moleculares em espécies de maracujazeiro podem ser
observados em trabalhos de Viana et al. (2003); Faleiro et al. (2005); Bellon et al.
(2007); Reis (2011), Santos (2013); e Silva et al. (2014).

A quantificacdo da variabilidade genética pode ser estimada por meio de
analises multivariadas que se baseiam nas diferencas entre os acessos. Estas
permitem analisar multiplas informacfes de um conjunto de caracteres, extraidas
das unidades experimentais (Fonseca et al., 2004). As andlises multivariadas tém
sido utilizadas para estimar a divergéncia genética; verificar os genétipos mais
contrastantes e até mesmo identificar duplicatas em bancos de germoplasma
(Cruz e Carneiro, 2006).

Na predicdo da divergéncia genética, varios métodos multivariados podem
ser aplicados. A escolha do método mais apropriado tem sido determinada pela
precisao desejada pelo pesquisador, pela facilidade de anélise e pela forma como
sao obtidos os dados (Cargnelutti Filho et al., 2008; Bezerra Neto et al., 2010).

Amaral Junior e Thiébaut (1999) relatam que as variaveis canfnicas sao
combinacdes lineares das variaveis originais que tém alto poder de discriminacéo,
cuja grande aplicabilidade consiste em possibilitar a avaliacdo da divergéncia por
meio de uma dispersdo grafica em que se consideram dois a trés eixos

cartesianos, 0 que torna o procedimento de discriminagcdo genotipica mais



facilmente perceptivel. Porém, torna-se essencial que se tenham informacdes
sobre as variancias e covariancias residuais, as quais sao obtidas por meio de
experimentos com repeticoes.

A técnica de variaveis canonicas permite a simplificacdo no conjunto de
dados, resumindo as informacdes originalmente contidas em um grupo de
variaveis em poucas variaveis que apresentam a propriedade de reterem o
maximo da variacdo originalmente disponivel e serem independentes entre si.
Uma analise grafica para estudo do padrdo de similaridade entre os genotipos
deve ser considerada quando for possivel resumir, nas primeiras variaveis, mais
de 80% da variacao total disponivel (Cruz e Carneiro, 2003).

A andlise de agrupamento, também conhecida como andlise de
conglomerado ou cluster analysis, tem como objetivo dividir um conjunto de
observacbes (elementos, individuos, tratamentos, genoétipos, etc.) em grupos
homogéneos ou compactos, segundo algum critério conveniente de similaridade.

O método de Ward (1963), também conhecido como método da “Minima
Variancia” (Mingoti, 2005), proporciona a formagao dos grupos pela maximizagao
da homogeneidade presente dentro dos grupos. A ideia do método de Ward é
aglomerar os grupos R e S que minimizam a soma de quadrados dentro dos
grupos, ou seja, a soma de quadrado dos erros (Ferreira, 2008). O método de
Ward tem sido preferido, em alguns casos, devido o efeito grafico gerado pelo
dendrograma, possibilitando a visualizacdo de grupos bem definidos (Rosemburg,
1984).

O procedimento Modified Location Model (MLM) foi proposto por Franco et
al. (1998) como substituicdo ao procedimento Location Model proposto por
Lawrence e Krzanowski (1996). O procedimento, designado MLM, classifica n
individuos quando p variaveis quantitativas e g variaveis qualitativas sdo obtidas
em um ambiente, assumindo que m niveis da variavel W e variaveis p-
multinormais para cada subpopulacéo séo independentes.

A estratégia Ward-MLM tem sido usada no melhoramento de fruteiras e
demais culturas agricolas para mensuracdo da diversidade genética como em
tomateiro (Gongalves et al., 2008b); feijoeiro-comum (Cabral et al., 2010); feijao
de vagem (Barbé et al., 2010), bananeira (Pereira et al.,, 2012), goiabeira
(Campos et al., 2013); espécies silvestres de Passiflora (Santos, 2013), e

mamoeiro (Luz et al., 2014).



10

3.1.3 MATERIAL E METODOS

3.1.3.1 Populagao de estudo

Foram avaliadas 81 progénies de irmaos-completos pertencentes ao
terceiro ciclo de selecdo recorrente do maracujazeiro-azedo (Passiflora edulis
Sims) da UENF.

3.1.3.2 Descricdo do experimento

O estudo foi conduzido entre 2011-2013, na Unidade Experimental da
UENF em Itaocara — llha Barra do Pomba (21°40' S, 42°04' W e altitude de 76 m),
regido Noroeste Fluminense. Durante o periodo experimental a temperatura anual
meédia foi 22,5°C e a precipitacdo média anual foi 1.041mm. O solo da area
experimental foi classificado como Argissolo Vermelho-Amarelo (Embrapa, 2006).

Em condi¢cbes de casa de vegetacdo, sementes (quatro/tubete) de cada
progénie foram germinadas em subtrato, marca Plantmax®. Posteriormente, as
mudas foram desbastadas mantendo somente uma por tubete, e levadas ao
campo 65 dias apds a emergéncia.

O experimento foi conduzido em delineamento de blocos completos
casualizados (DBC), com duas repeticbes e parcelas constituidas por cinco
plantas. O sistema de conducdo foi de espaldeira vertical, com mourdes de
eucalipto tratados de 1,8 m de altura, espacados de 4 metros e com um fio de
arame numero 12. A distancia entre linhas de plantio foi de 3,5m e entre plantas
2m.

Todas as plantas receberam os tratos culturais recomendados para a
cultura, como a conducdo da planta, controle das plantas daninhas, pragas e
doencas. Um sistema de irrigacdo por gotejamento diario foi utilizado durante o
periodo seco. A adubacdo de manutencao foi realizada mensalmente com 22,5g
de ureia e 45¢g de cloreto de potassio por planta. Em adicdo, a adubacdo de

fundacgé&o foi composta de 100g de calcéario e 200g de superfosfato simples.
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3.1.3.3. Caracteristicas avaliadas

Para fins de avaliacdo, foram consideradas caracteristicas das seguintes
partes da planta: ramo, limbo foliar e peciolo, flor e fruto. Foram utilizados 23
descritores, sendo cinco qualitativos e 18 quantitativos, a maioria disponibilizada
pelo Servico Nacional de Protecdo de Cultivares — SNPC. Os descritores
qualitativos avaliados foram: coloracdo do ramo, profundidade do sinus, posi¢cao
dos nectarios, coloracdo da casca e coloracdao da polpa. Em relacdo aos
descritores quantitativos foram utilizados: comprimento do limbo, em mm (CL);
largura do limbo, em mm (LL); comprimento do peciolo, em mm (CP); diametro da
flor, em mm (DF); diametro da corona, em mm (DC); comprimento da sépala, em
mm (CS); largura da sépala, em mm (LS); comprimento da pétala, em mm (CP);
largura da pétala, em mm (LP); comprimento da bractea, em mm (CB);
comprimento do pedunculo, em mm (CPD); comprimento do androginéforo, em
mm (CA); massa do fruto em gramas (MF), diametro longitudinal do fruto, em mm
(DLF); diametro transversal do fruto, em mm (DTF); massa da polpa em gramas
(MPL); espessura da casca, em mm (EC) e teor de soélidos soluveis totais, em
°Brix (SST). Para cada uma das variaveis qualitativas e quantitativas relacionadas
ao ramo, limbo foliar, peciolo e flor foram realizadas cinco observa¢des. Ja para
as variaveis relacionadas ao fruto foram tomadas 10 observacdes. Nas
determinacdes métricas, utilizou-se paquimetro digital, com precisédo de 0,01 mm,
e as massas foram obtidas com auxilio de balanca eletrénica de 0,01g de

precisao.

3.1.3.4. Anélise dos dados

As variaveis quantitativas e qualitativas foram analisadas simultaneamente
utilizando o procedimento Ward-MLM para composi¢cdo dos grupos de progénies
por meio do procedimento CLUSTER e IML do programa SAS (SAS Institute,
2009). Posteriormente, utilizou-se o algoritmo Gower (Gower, 1971) a fim de obter
a matriz de distancia para o uso do método de agrupamento Ward. O indice de
Gower utiliza dados qualitativos e quantitativos, para gerar um unico indice de

dissimilaridade, variando de 0 a 1. A dissimilaridade foi dada por:
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Onde i e j representam os individuos a serem comparados no que diz
respeito a caracteristica k; p = namero total de caracteristicas, e S; = contribui¢éo
da variavel k para a distancia total. Se uma variavel € qualitativa, Sj assume o
valor 1, quando a concordancia é positiva ou negativa para a caracteristica k entre

os individuos i e j, e por outro lado quando a variavel é quantitativa:

Sy. _ Y _ij‘
R,

Onde R = a amplitude de variacao da variavel k, tendo valores entre 0 e 1.
O valor de Wi foi usado para definir as contribui¢des dos individuos Sjk. Assim,
quando o valor da variavel k esta ausente em um ou ambos os individuos, Wi =0
ou, de outra forma, é igual al.

Com base nos critérios do pseudo-F e pseudo-t> combinado com o perfil da
verossimilhanca associado com o teste da razao da verossimilhanca foi definido o
namero ideal de grupos. A seguir, foi obtido o grafico logaritmo da funcdo da
verossimilhanca, maximizada, conforme o método MLM, para diferentes nimeros
provaveis de grupos. De acordo com o0s picos de verossimilhanca para os
diferentes nimeros de grupos formados pelo grafico, definiu-se o melhor nimero
de grupos para a andlise. Por ultimo, foi realizada a analise MLM completa para o
namero de grupos (g) definidos, descrevendo os resultados da classificagdo, com
uma tabela da descricdo dos grupos formados e a analise candnica para as
variaveis quantitativas, sendo utilizado, para estas ultimas o arquivo canfile, obtido
pelo SAS (SAS Institute, 2009), contendo as coordenadas candnicas para as

observacoes.
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3.1.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Pelo procedimento da fungéo da verossimilhancga foi determinado como
cinco, o numero ideal de grupos. Este namero ideal foi verificado onde ocorreu
maior incremento na funcéo logaritmica, sendo verificado o maior valor absoluto
no quinto grupo. Segundo Goncalves et al. (2009b) e Barbé et al. (2010), analise
da funcdo da verossimilhanca pode definir critérios mais precisos na formagao
dos grupos, resultando na determinacdo de grupos menos subjetivos. A estratégia
de classificacdo Ward-MLM para analise dos dados morfoagronémicos permitiu a
constituicdo dos cinco grupos em 26, 5, 15, 16 e 19 progénies (Tabela 1).
Observa-se neste ponto, a possibilidade de alocacdo desses grupos como grupos
heterdticos para as progénies avaliadas, visto a possibilidade de utilizacdo desta
informacdo em associacdo aos indices de selecdo, priorizando o cruzamento e
recombinacdo das progénies superiores e mais divergentes. Campos et al. (2013)
observaram em uma populacdo de 138 individuos de Psidium guajava,
proveniente do programa de melhoramento da UENF, que o maior incremento na
funcado de probabilidade foi atingido quando cinco grupos foram considerados.

Considerando as caracteristicas qualitativas avaliadas presentes no ramo e
limbo foliar (Tabela 1) pode-se observar, para a coloracdo do ramo, predominio
da coloracao verde-arroxeada de 98,75% e apenas 1,25% para a coloracao roxa
nas progénies avaliadas. Para essa variavel os grupos I, Il, lll e IV apresentaram
100% de coloracao verde-arroxeada, enquanto o grupo V apresentou 5,20% de
coloracdo roxa. Observou-se para a variavel profundidade do sinus proporcéo de
1,25% para a profundidade média e 98,75% para profunda para as progénies em
estudo. Os grupos I, I, 1ll e V apresentaram 100% de profundidade do sinus do
tipo profunda, enquanto o grupo IV apresentou 7% de profundidade do tipo rasa.
Para a variavel posicdo dos nectérios todos 0s grupos apresentaram 0s nectarios
posicionados adjacentes ao limbo foliar. O conhecimento dessas caracteristicas é
de fundamental importancia em programas de melhoramento de plantas, pois
mesmo nédo se tratando de varidveis de interesse econémico, oferecem subsidios

para uma melhor caracterizacdo e posterior conservagao da espécie.
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Tabela 1. Variaveis e numero de progénies por grupo de caracteristicas
qualitativas em cada um dos cinco grupos (G1, G2, G3, G4 e G5), formados pela
estratégia Ward-MLM.

Variaveis Grupos
G1 (26) G2 (5) G3 (15) G4 (16) G5 (19)

Coloracéo do ramo

Verde arroxeada 26 5 15 15 18
Roxa - - - - 1
Profundidade do sinus

Média - - - 1 -
Profunda 26 5 15 14 19
Posicao dos nectéarios

Adjacentes ao limbo foliar 26 5 15 15 19
Coloracédo da casca

Amarela 25 5 15 15 19
Amarelo-arroxeada 1 - - - -

Coloracéo da polpa

Amarelo-claro - - - 1 -
Amarela 7 1 5 6 6
Ouro 17 4 10 8 13
Laranja-claro 2 - - - -

Em relacdo a coloracdo da casca dos frutos os grupos I, Ill, IV e V

apresentaram progénies com a casca dos frutos de coloragcdo 100% amarela,
enquanto no grupo | observaram-se progénies com aproximadamente 4% da
casca dos frutos de coloracdo amarelo-arroxeada. O uso da cor da casca dos
frutos como descritor no maracujazeiro tem a finalidade de diferenciar o maracuja
amarelo do roxo. No entanto, atualmente, essa distincdo ndo se sustenta, uma
vez que a coloracdo externa do fruto € um carater de heranca complexa,
existindo, por isso, varias cores intermediarias (Bernacci et al., 2008).

Dentre os descritores qualitativos apresentados observou-se na coloracao
da polpa a maior variagcdo entre as progénies dentro dos grupos. Para as
progénies avaliadas 65% apresentaram a coloracdo ouro, 31,25% coloracao
amarela, 2,5% coloracdo laranja-claro e 1,25% coloracdo amarelo-claro. A
importancia do estudo dessa variavel justifica-se para a escolha de progénies
visando tanto 0 consumo in natura quanto para o processamento industrial.

Com base nos descritores quantitativos detectou-se ampla variacao
fenotipica entre as progénies avaliadas (Tabela 2). Para os descritores
guantitativos relacionados ao limbo foliar e peciolo foram observados valores
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médios de 145,46 a 191,05 mm para CL, 175,02 a 253,65 mm para LL e 45,72 a
80,92 mm para CPE. Do ponto de vista econdmico a analise dessas variaveis,
isoladamente, tem pouca importancia para estudo. No entanto oferecem
informacdes para uma melhor caracterizacdo e posterior conservagao da espécie.

Para os descritores quantitativos avaliados na parte floral foi observado que
o grupo IV reuniu as progénies de maior valor para a maioria das caracteristicas.
Dentre as variaveis avaliadas chama-se atencdo para CA, que apresentou valores
meédios de 10,09 a 13,03 mm nas progénies avaliadas. A avaliacdo do CA
justifica-se pelo fato de estar diretamente ligada a polinizacdo, que por sua vez,
esta relacionada com a producéo.

Com relacdo aos descritores quantitativos avaliados no fruto foram
observados para a variavel MF valores médios de 94,06 a 292,43 g. Para essa
variavel Krause et al. (2012) observaram valores médios de 132,5 a 178,8 g
avaliando a resposta de cinco cultivares comerciais de maracujazeiro-azedo
cultivadas no Estado do Mato Grosso. O estudo dessa variavel faz-se necessario,
ja que os frutos de maior massa sédo também os de maior tamanho, e estes, por
sua vez, sdo mais atrativos ao consumidor.

J& para as variaveis DLF e DTF foram observados valores médios de 37,87
a 98,75 mm e 65,89 a 90,60 mm, respectivamente. A relacdo entre essas duas
variaveis € bastante representativa, pois indica o formato do fruto, e quanto mais
proximo de 1, mais redondo, sendo uma caracteristica desejavel, uma vez que 0s
frutos do maracujazeiro sédo classificados comercialmente em relacdo a medida
de seu diametro (Krause et al., 2012). Para a varidvel MPL observaram-se valores
meédios de 29,2 a 151,01 g. A massa de polpa é uma das caracteristicas fisicas de
maior importancia econdémica, pois € a parte do fruto mais consumida e, por esse
motivo, desperta maior interesse comercial.

Para a variavel EC foi observada uma amplitude de 4,59 a 12,10 mm. A
reducdo da espessura da casca dos frutos, aliada a outras caracteristicas
desejaveis no maracuja-azedo torna-se necessaria nos programas de
melhoramento genético, pois na busca de selecionar gendtipos com menor
espessura de casca, hda uma tendéncia de esses frutos indicarem maior
guantidade de polpa. Para a variavel SST observou-se uma amplitude de 11,2 a
17,3 °Brix. A determinagdo de SST € uma das formas utilizadas para a avaliagédo

do sabor dos frutos, aléem de indicar a quantidade dos solidos dissolvidos na
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polpa, sendo desejaveis altos teores para a indastria. Medeiros et al. (2009),
avaliando frutos de maracuja-azedo, observaram para as variaveis SST e EC,
avaliadas em diferentes meses, que os valores médios obtidos diminuiram de
uma analise para a outra, todas com diferenca significativa, tal fato pode ser

atribuido as diferencas climéticas ocorridas na época.

Tabela 2: Médias das variaveis quantitativas para cada um dos cinco grupos
formados pelo método Ward-MLM e os coeficientes das variaveis quantitativas em
relacdo as duas primeiras variaveis canonicas.

Grupos CAN
Variaveis® G1(26) G2(5) G3(15) G4(16) G5(19) CAN1 CAN2
CL 168,50 175,68 164,49 164,04 160,55 0,01 0,46
LL 222,25 239,43 209,48 201,80 200,52 -0,06 0,71
CPE 64,33 68,44 60,10 57,41 59,64 -0,04 0,51
DF 78,52 79,20 77,95 82,40 81,26 0,32 -0,31
DC 65,86 67,42 66,91 71,45 68,67 0,24 -0,36
CS 33,94 33,02 32,17 34,91 34,93 0,48 -0,17
LS 13,10 12,55 11,99 12,95 12,86 0,29 0,12
CP 32,91 32,72 32,85 36,30 34,29 0,37 0,43
LP 10,07 10,45 9,54 10,75 10,93 0,38 -0,20
CB 26,88 27,09 26,401 28,35 25,83 0,13 -0,01
CPD 51,23 45,55 50,07 55,46 57,33 0,17 -0,29
CA 12,14 11,31 11,11 11,89 11,94 0,39 0,16
MF 187,89 210,27 149,63 220,55 172,10 0,62 0,09
DLF 85,19 92,00 77,04 100,27 84,72 0,39 -0,09
DTF 79,20 81,16 71,20 80,57 76,16 0,66 0,32
MPL 76,40 89,38 63,20 93,945 67,47 0,47 0,05
EC 8,20 7,74 7,98 8,25 8,07 0,06 -0,02
SST 14,26 15,39 13,79 15,50 14,60 0,41 -0,12

YeL: comprimento do limbo, em mm; LL: largura do limbo, em mm; CPE: comprimento do
peciolo, em mm; DF: diametro da flor, em mm; DC: diametro da corona, em mm; CS:
comprimento da sépala, em mm; LS: largura da sépala, em mm; CP: comprimento da
pétala, em mm; LP: largura da pétala, em mm; CB: comprimento da bractea, em mm;
CPD: comprimento do pedunculo, em mm; CA: comprimento do androgin6foro, em mm;
MF: massa do fruto em gramas; DLF: didmetro longitudinal do fruto, em mm; DTF:
diametro transversal do fruto, em mm; MPL: massa da polpa em gramas; EC: espessura
da casca, em mm; SST: teor de sélidos sollveis totais, em °Brix.

As maiores distancias foram observadas pelos grupos lll e IV (61,72) e Il e
Il (43,39) (Tabela 3). Esse distanciamento do grupo Ill com os demais grupos
pode ser um indicativo de possiveis cruzamentos, visando exploracdo da
heterose, objetivando a piramidizacéo de alelos favoraveis para as caracteristicas

de interesse.
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Uma estratégia interessante para a producdo de sementes de
maracujazeiro, neste caso, seria a producdo de hibridos. Tal estratégia é
favorecida por tratar-se de progénies que estdo submetidas a um programa de
selecéo recorrente intrapopulacional e, em terceiro ciclo, ou seja, ja estdo em um
elevado nivel de recombinacdo, mas com variabilidade genética suficiente. Essa
estratégia mencionada promoveria aos produtores hibridos produtivos e
adaptados a regido em apreco, fortalecendo o cultivo da fruteira no Estado.

Vivas et al. (2012), avaliando a resisténcia de acessos de mamoeiro dos
grupos heteréticos ‘Formosa’ e ‘Solo’ a pinta-preta em folhas, observaram efeito
de heterose para todos os hibridos provenientes dos cruzamentos entre 0S
genitores do grupo ‘Solo’. Este resultado foi em fungdao do maior distanciamento
genético entre os genitores do grupo ‘Solo’, uma vez que a manifestacdo da

heterose da-se pela divergéncia genética entre os genitores.

Tabela 3: Distancia entre grupos formados pelo procedimento WARD-MLM,
proposto por Franco et al. (1998).

Grupos | Il " v
Il 8,22
i 31,26 43,38
v 18,45 24,01 61,72
\% 7,54 20,09 29,15 11,70

Na analise baseada nas variaveis canénicas (VC) foi verificado que as
duas primeiras variaveis foram responsaveis por 89,75%, sendo VC1 responsavel
por 68,54% e VC2 por 21,21% (Figura 1). Logo, um grafico bidimensional
capitaliza uma boa proporcdo da variabilidade total responséavel pela variacao
total. Pela analise grafica das VC, percebe-se um distanciamento do grupo Il em
relacdo aos demais grupos formados pelo procedimento Ward-MLM e a
aproximacéao dos grupos I, II, IV e V.
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Figura 1. Grafico das duas primeiras variaveis canfnicas para 0S Cinco grupos
formados pela analise Ward-MLM.

3.1.4 CONCLUSOES

Ha variabilidade genética entre as progénies de maracujazeiro estudadas
considerando as variaveis avaliadas, o que possibilita a composi¢cdo de grupos
heteréticos como forma de direcionamento de novos cruzamentos e avanco
genético.

O procedimento estatistico Ward-MLM e variaveis canbnicas consistiram
em uma ferramenta (til para detectar divergéncia genética e agrupar 0s acessos
utilizando simultaneamente variaveis qualitativas e quantitativas.

Este estudo forneceu informacgdes uteis, possibilitando delinear os rumos

do programa de melhoramento genético do maracujazeiro em desenvolvimento.



19

3.2 PREDICAO DE GANHOS GENETICOS POR INDICES DE SELECAO E
METODO REML/BLUP EM UMA POPULAGAO DE MARACUJAZEIRO-
AZEDO SOB SELECAO RECORRENTE

3.2.1. INTRODUCAO

O maracujazeiro € uma espécie frutifera de cultivo relativamente recente no
Brasil. A cultura tem adquirido importancia, notadamente, a partir das trés ultimas
décadas e, atualmente, coloca o pais em situacdo de destague no cenario
mundial, como o principal produtor (Cerqueira-Silva, 2014).

O melhoramento genético do maracujazeiro trouxe avancgos significativos
em relacdo a produtividade, qualidade de frutos, resisténcia e tolerdncia as
doencas e pragas importantes da cultura (Gongalves et al., 2007). Ainda assim,
devido a importancia econdbmica e social do maracujazeiro, 0s programas de
melhoramento genético devem aprimorar suas pesquisas visando o
desenvolvimento de novas cultivares.

O objetivo basico de um programa de melhoramento € garantir o aumento
da produtividade e da qualidade a cada ciclo de selecdo, sem com isso,
comprometer a variabilidade genética da populacdo. Nos trabalhos de
melhoramento, a selecdo € uma ferramenta de consideravel importancia, pois a
obtencéo de fenotipos superiores passa pela selecdo e recombinacéo de familias
e individuos (Martins et al., 2006).
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No entanto, a selecdo baseada em uma ou poucas caracteristicas pode se
mostrar inadequada por n&o levar a um produto final superior com relacéo a
varios caracteres. Uma alternativa seria a adocéo da teoria de indices de selecéo,
gue permite gerar um agregado genotipico sobre o qual se exerce a selecao,
funcionando como caréater adicional, resultante da combinacdo de determinadas
caracteristicas escolhidas pelo melhorista, nas quais se deseja exercer a selecao
simultanea, permitindo separar genotipos superiores, independentemente da
existéncia ou ndo de correlacbes entre caracteristicas (Smith, 1936; Hazel, 1943;
Williams, 1962; Cruz e Regazzi, 2001; Vilarinho et al., 2003).

Segundo Cruz e Regazzi (2001), muitos indices de selecdo estédo
disponiveis na literatura. Entre eles, podem-se citar: indice classico (Smith, 1936;
Hazel, 1943), indice de ganhos desejados (Pesek e Baker, 1969), indice base
(Willians, 1962), soma de postos ou “ranks” (Mulamba e Mock, 1978), indice livre
de pesos e parametros (Elston, 1963) e indice multiplicativo (Subandi et al.,1973)

No entanto, uma alternativa a ser empregada na construcdo de indices e
gue pode resultar em um processo de sele¢cdo mais acurado é o emprego de
componentes de variancia estimados por maxima verossimilhanga restrita (REML)
e valores genéticos ou genotipicos preditos pelo melhor preditor linear ndo viciado
(BLUP) (Resende, 2002).

O objetivo deste trabalho foi comparar quatro indices de selecdo e o
método REML/Blup na avaliacdo de ganhos genéticos preditos das caracteristicas
de interesse ao programa de melhoramento do maracujazeiro da UENF.

3.2.2. REVISAO

3.2.2.1. Melhoramento do maracujazeiro no Brasil

Para corrigir os fatores limitantes do maracujazeiro, como a baixa
produtividade, o melhoramento genético torna-se necessario, visando
principalmente a obtencdo de populacbes, hibridos e/ou cultivares mais

produtivas e resistentes a maioria das pragas e doencas (Silva, 2009).
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Dentre as instituicdes publicas que trabalham com o melhoramento do
maracujazeiro podemos citar: Universidade Federal de Vigosa - UFV,
Universidade Estadual do Oeste da Bahia — UESB; Universidade Estadual de
Santa Cruz — UESC; Universidade Estadual do Mato Grosso — UNEMAT;
Universidade Estadual Paulista — UNESP; Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria — EMBRAPA, e Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro — UENF, dentre outras.

O melhoramento do maracujazeiro relaciona-se diretamente ao fruto,
focalizando trés pontos principais: melhoramento visando atender as exigéncias
do mercado “qualidade”, aumento na produtividade e resisténcia a doencas
(Viana e Goncgalves, 2005).

Do ponto de vista econbmico, € altamente positivo o0 aumento da
produtividade do maracujazeiro e da qualidade do fruto, pois o lucro esta
estreitamente relacionado com essas variaveis (Silva, 2009). O peso dos frutos é
uma das caracteristicas mais importantes a serem melhoradas, cuja selecédo pode
contribuir para um rapido incremento na produtividade da cultura.

Bruckner et al. (2002) ressaltam que o melhoramento para qualidade do
fruto deve direcionar seus objetivos para o mercado ao qual o fruto se destina, ou
seja, para o mercado in natura ou para a industrializacdo. Atualmente, considera-
se que uma variedade desenvolvida para o mercado in natura deve apresentar
frutos grandes e ovais, a fim de conseguir boa classificagdo comercial, possuindo
boa aparéncia, ser resistente ao transporte e a perda de qualidade durante o
armazenamento e comercializacdo. Se desenvolvido para a industrializacao,
precisa ter maior rendimento de suco, mais acidez, coloragdo constante e alto teor
de sélidos soluveis (Oliveira et al., 1994).

O desenvolvimento de variedades resistentes a doencas é basico para
todas as culturas agricolas visando: diminuir custos de produgdo, garantir a
seguranca dos trabalhadores agricolas, de consumidores e uma qualidade
mercadologica, além da preservacdo do ambiente e a sustentabilidade do
agronegocio (Quirino, 1998). No caso do maracuja, Junqueira et al. (2003)
ressaltam que tal estratégia € ainda mais necessaria considerando a alta
susceptibilidade das atuais cultivares a virose do endurecimento dos frutos,

antracnose, septoriose, verrugose e bacteriose.
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Sendo assim, estudos referentes ao manejo fitossanitario da cultura,
envolvendo o controle integrado de pragas e doencas, a obtencao de variedades
resistentes e até mesmo pesquisas basicas referentes a etiologia de novas
doencas sao desafios para aqueles que vém se dedicando as pesquisas com o
maracujazeiro.

Para a obtengéo de sucesso em um programa de melhoramento, a escolha
do germoplasma é etapa essencial. As caracteristicas do germoplasma
determinardo o potencial maximo ao qual a populacdo submetida ao
melhoramento pode chegar, e 0os métodos de melhoramento o quanto do
potencial maximo sera alcancado (Hallauer e Miranda Filho, 1988).

Sendo o maracujazeiro uma planta alégama, € possivel aplicar varios
meétodos de melhoramento, seja via aumento da frequéncia de genes favoraveis,
seja pela exploracdo do vigor hibrido (Bruckner, 1997). A selecdo recorrente,
estratégia utilizada no programa de melhoramento de maracujazeiro em questao,
visa aumentar gradativamente a frequéncia de alelos favoraveis para
caracteristicas de interesse, por meio de repetidos ciclos de selecdo, sem
reducdo da variabilidade genética da populacdo (Hallauer e Carena, 2009; Freitas
Junior et al., 2009; Hallauer et al., 2010).

O reduzido numero de cultivares e hibridos comerciais disponiveis dificulta
0 acesso do produtor a material propagativo de alta qualidade agronémica (Lima,
2005; Goncalves et al.,, 2007). 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
Goncalves, 2005; Goncalves et al., 2007).

A utilizacdo de medidas que visem o desenvolvimento de variedades
produtivas, que possuam frutos uniformes, elevado teor de sélidos soluveis e
resisténcia/tolerancia as principais pragas e doencas, poderdo contribuir,
certamente, para garantir uma oferta constante de produtos no mercado e maior
interesse pela cultura por parte dos varios setores do agronegdcio brasileiro.

Com essa perspectiva, o melhoramento genético do maracujazeiro, em
muito, pode vir para contribuir para o aumento da produtividade e qualidade dos
frutos (Reis, 2010).
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3.2.2.2. indices de selecdo e aplicagdo no melhoramento do maracujazeiro

Os programas de melhoramento vegetal tém como objetivo a selecédo de
cultivares que aliem alto rendimento a outros caracteres desejaveis pelos
agricultores e/ou consumidores. Assim, € necesséaria uma escolha adequada dos
indices de selecado para mdltiplas caracteristicas, buscando maximizar o ganho
genético.

Empregam-se tais indices para obter valores agregados de maior
confiabilidade, de forma que, usando-os, obtenha-se melhoria do valor genotipico
populacional (Garcia e Souza Junior, 1999). Entretanto, um carater somente nao
€ um critério adequado para representar o0 meérito econémico de uma planta, uma
vez que a selecdo baseada no mesmo pode conduzir ao desenvolvimento de
tipos economicamente insatisfatorios, seja pela ndo consideracdo de outros
caracteres de importancia econdmica ou pelas respostas correlacionadas
negativas ocasionadas em outros caracteres (Resende et al., 1990).

O uso de indices de selecdo constitui-se em um carater adicional,
estabelecido pela combinacdo 6tima das varias caracteristicas analisadas, o que
permite que se realize com eficiéncia a selecdo simultdnea em varios caracteres,
e consequentemente a classificagdo correta dos genétipos (Cruz et al., 2004).

Variadas alternativas sdo representadas por diferentes indices de selecéo
nos programas de melhoramento das culturas, e consequentemente, de ganhos
percentuais, dentre os mais utilizados estdo: Pesek e Baker (1969), Smith (1936)
e Hazel (1943), Willians (1962), e Mulamba e Mock (1978).

Pesek e Baker (1969) sugeriram o0 uso de ‘ganhos genéticos desejados’ de
caracteristicas individuais, num programa de selec¢do, para substituir os pesos
econdmicos relativos no calculo dos indices de selecdo. Para se usar a
modificagcdo proposta, necessita-se da matriz de varidncia e covariancia genética
e o vetor dos ‘ganhos genéticos desejados’ para as caracteristicas. Assim, é
possivel calcular os coeficientes dos indices sem desighar pesos econémicos
relativos para as caracteristicas, como requer a teoria convencional de indice de
selecdo. Dessa forma, o indice obtido resultard em um ganho maximo para cada
caracteristica, de acordo com a importancia relativa assumida pelo melhorista na
especificacdo do ganho desejado, sujeito as restricbes impostas pela constituicao

fenotipica e genotipica da populacéo original (Tardin, 2006).
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Smith (1936) propbs o uso de indice de selecdo nos programas de
melhoramento de plantas como critério de selecdo. Hazel (1943) adaptou esse
procedimento ao melhoramento animal. De acordo com esses autores, para 0
estabelecimento do indice de selecédo € necessario determinar o valor econémico
relativo de cada caracteristica, bem como, obter as estimativas das variancias
genotipicas e fenotipicas e das covariancias fenotipicas e genotipicas entre cada
par de caracteristicas. Este indice de selecao, por ter sido um dos primeiros a ser
utilizado, ficou propalado como indice Classico.

Williams (1962) prop6s o indice base de sele¢do, no qual a combinag&o
linear dos caracteres em selecdo é feita pela ponderacdo direta dos valores
fenotipicos com o0s respectivos pesos econdmicos, objetivando evitar a
interferéncia de imprecisbes das matrizes de covariancias fenotipicas e
genotipicas, na estimacdo dos coeficientes que constituem o indice (Tardin,
2006).

Mulamba e Mock (1978) desenvolveram um indice no qual se efetua a
soma do numero de ordem que o0 genétipo apresenta para cada carater
mensurado; quanto menor o valor obtido, melhor a classificagdo (Garcia e Souza
Junior, 1999). O indice da ‘soma de postos’, como € conhecido, apresenta a
vantagem de nao necessitar de pesos econdmicos nem da estimacdo de
parametros além das médias. Esse indice é obtido ap6s o ordenamento dos
gendtipos quanto ao carater avaliado no sentido desejado, e posterior somatorio
das suas classificacdes.

Apesar da enfatizada potencialidade dos indices de selecdo no
melhoramento de plantas (Cruz e Regazzi, 2001) em maracujazeiro, apenas mais
recentemente alguns trabalhos foram empregados a metodologia, como, por
exemplo, em Goncalves et al. (2007), Oliveira et al. (2008), Neves et al. (2011),
Freitas et al. (2012); Silva e Viana (2012).

Gongalves et al. (2007) obtiveram o melhor ganho genotipico utilizando o
indice de Mulamba e Mock (1978), em uma populacdo de maracujd amarelo,
estruturada no Delineamento I.

Silva e Viana (2012), objetivando selecionar progénies de irmaos-
completos de maracujazeiro-azedo para caracteristicas de interesse comercial,

recomendaram o emprego do indice de Mulamba e Mock (1978) para a selecao
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quando comparado com os indices paramétricos de Smith (1936) e Hazel (1943),
e Pesek e Baker (1969).

Neves et al. (2011) objetivaram comparar os ganhos preditos obtidos com a
selecdo simultdnea de caracteres utilizando varios indices de selecdo nas
diferentes caracteristicas de frutos de maracuja-azedo no Estado do Mato Grosso.
Os autores observaram que os indices Smith (1936) e Hazel (1943), Pesek e
Baker (1969), Williams (1962), e Mulamba e Mock (1978) foram superiores, pois
proporcionam ganhos totais satisfatorios a partir da andlise genotipica e

fenotipica.

3.2.2.3. Metodologia dos modelos mistos no melhoramento de plantas

A metodologia dos modelos mistos foi primeiramente proposta por
Henderson (1949) para ser utilizada na avaliacdo genética de animais. Um
modelo é considerado misto quando possui um ou mais efeitos fixos, além da
média geral, e um ou mais efeitos aleatorios, além do erro experimental.

De acordo com Resende (2000) as técnicas de avaliacdo genética no
melhoramento de plantas desempenham papel fundamental, porquanto permitem
a predicdo dos valores genéticos aditivos e genotipicos dos candidatos a selecéo,
propiciando uma selecao mais acurada.

O modelo misto possibilita modelar, simultaneamente, os efeitos fixos e
aleatodrios. Assim, é possivel obter estimativas para os efeitos fixos e predicdes
para os efeitos aleatdrios. A avaliacdo genética com base em modelos mistos do
tipo REML/BLUP (méxima verossimilhanca restrita/ melhor predicao linear néo-
viesada) tem merecido atencdo especial dos pesquisadores por apresentar
potencial para progressos genéticos de maior relevancia e grande acuracia no
processo seletivo (Freitas et al., 2013).

Mais recentemente, no caso de espécies frutiferas, diversos modelos de
estimagdo podem ser utilizados gerando uma quantidade de informagbes
relevantes para as diversas espécies frutiferas com diferentes sistemas de
reproducéo conforme descrito em Viana e Resende (2014).

A selecdo de individuos ou progénies de uma populacdo pode ser
fenotipica, quando o valor fenotipico do carater € o referencial, ou genotipica
guando baseada nos valores genéticos desses individuos. Valores genéticos
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aditivos séo efeitos aleatorios (Ferreira, 2009). Estes podem ser obtidos pelo
procedimento BLUP, que estima os efeitos fixos (médias de blocos) pelo método
dos minimos quadrados generalizados, considerando as variancias, sendo esta a
razdo da maior acuidade. Ao mesmo tempo, o procedimento prediz os valores dos
efeitos genéticos aleatdrios e dos efeitos aleatérios ndo correlacionados incluidos
no modelo (Resende, 2002). O método REML possui propriedades estatisticas
superiores quando comparadas aquelas do método dos minimos quadrados, para
a estimacao dos parametros genéticos com dados nao balanceados (Searle et al.
1992).

Os procedimentos analiticos dos modelos mistos tém ganhado ampla
aplicacdo no melhoramento de plantas, em especial, de espécies florestais. Para
essas espécies, tem-se o relato de trabalhos com o eucalipto, visando a
estimacao dos valores genéticos e selecdo entre e dentro de progénies de meios-
irm&os (Rocha et al., 2007). A metodologia também tem sido recentemente usada
no melhoramento de fruteiras para a selecdo de progénies e/ou individuos em
goiabeira (Quintal, 2013), pequizeiro (Giordani et al., 2012), pessegueiro (Bruna et
al., 2012), acaizeiro (Farias Neto et al., 2011) e coqueiro (Farias Neto et al.,
2009). Para a cultura do maracujazeiro, os trabalhos sédo escassos.
Recentemente, Santos et al. (2015) objetivaram estimar via REML/BLUP
parametros genéticos e valores genotipicos em uma populacdo segregante
composta de 118 individuos resultantes de cruzamentos interespecificos no
género Passiflora. Os autores observaram que a analise via metodologia
REML/BLUP mostrou-se adequada para predicdo de ganhos e com boas

perspectivas de avanco genético.

3.2.3. MATERIAL E METODOS

3.2.3.1. Populagéo de estudo

Foram avaliadas 81 progénies de irmaos-completos pertencentes ao
terceiro ciclo de selecdo recorrente do maracujazeiro-azedo (Passiflora edulis

Sims) da UENF. Essas progénies foram obtidas a partir de um dialelo parcial de
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27 parentais (progénies de meios-irmaos) selecionadas por Silva (2009) via indice
de selecédo Mulamba e Mock (1978).

3.2.3.2. Descricao do experimento

O estudo foi conduzido entre 2011-2013, na Unidade Experimental da
UENF em Itaocara — llha Barra do Pomba (21°40' S, 42°04' W e altitude de 76 m),
regido Noroeste Fluminense. Durante o periodo experimental a temperatura anual
média foi 22,5°C e a precipitacdo média foi 1.041mm. O solo da area experimental
foi classificado como Argissolo Vermelho-Amarelo (Embrapa, 2006).

Em condi¢cdes de casa de vegetacdo, sementes (quatro/tubete) de cada
progénie foram germinadas em subtrato, marca Plantmax®. Posteriormente, as
mudas foram desbastadas mantendo somente uma por tubete, e levadas ao
campo 65 dias apds a emergéncia.

O experimento foi conduzido em delineamento de blocos completos
casualizados (DBC), com duas repeticbes e parcelas constituidas por cinco
plantas. O sistema de conducéo foi de espaldeira vertical, com mourdes de
eucalipto tratados de 1,8 m de altura, espacados de 4 metros e com um fio de
arame numero 12. A distancia entre linhas de plantio foi de 3,5m e entre plantas
2m.

Todas as plantas receberam os tratos culturais recomendados para a
cultura, como a conducdo da planta, controle das plantas daninhas, pragas e
doencas (Viana et al. 2003). Um sistema de irrigacdo por gotejamento diario foi
utilizado durante o periodo seco. As mudas foram fertilizadas mensalmente com
22,59 de ureia e 45g de cloreto de potassio por planta. Em adigdo, 100g de
calcario e 200g de superfosfato simples foram aplicados em cada planta durante o
plantio.

3.2.3.3. Caracteristicas avaliadas

As progénies foram fenotipadas para as seguintes caracteristicas: numero
de frutos (NF): obtido pela contagem do namero de frutos totais em cada parcela;
producéo total (PT) em kg por parcela, realizando-se colheitas semanais, com

posterior pesagem dos frutos; massa do fruto (MF), em gramas, obtida por meio
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da média aritmética de massa de 15 frutos amostrados por parcela, com o auxilio
de uma balanca digital; diametro longitudinal do fruto (DLF), em mm, obtido por
meio de medidas das dimensdes longitudinais dos frutos com paquimetro digital,
amostrando 15 frutos por parcela; diametro transversal do fruto (DTF), em mm,
obtido por meio de medida da dimenséo transversal dos frutos com paquimetro
digital, amostrando 15 frutos por parcela; porcentagem de polpa do fruto (PP),
obtida pela razdo entre a massa de polpa e massa total do fruto, amostrando 15
frutos por parcela; espessura da casca (EC), em mm, determinada na porcéo
mediana dos frutos (cortados transversalmente, no sentido de maior diametro),
com utilizacao de paquimetro digital, utilizando amostras de 15 frutos por parcela;
teor de solidos sollveis totais (SST), em °Brix, obtido por refratometria utilizando-
se refratbmetro digital portatil ATAGO N1, com leitura na faixa de 0 a 32° graus de
Brix. As leituras foram feitas em aliquotas de suco da polpa em amostras de 15

frutos.

3.2.3.4. Anélise dos dados

Foram testados os indices de selecdo de Smith (1936), Hazel (1943),
Williams (1962) Pesek e Baker (1969) e Mulamba e Mock (1978) para selecéo
das 25 progénies superiores. Nas andlises computacionais, foram atribuidos
pesos econdmicos, por tentativas, para cada caracteristica analisada, de acordo
com sua relevancia. A selecao das progénies superiores com base em indices de
selecéo foi realizada com uso dos recursos computacionais do programa Genes
(Cruz, 2013).

Para as avaliagbes dos modelos mistos foi utilizado o software Selegen-
REML/BLUP (Resende, 2002), para o0 modelo considerando o delineamento em

blocos casualizados em um local e uma safra. Conforme o modelo a seguir:

Y=Xr+Zg+Wp+E,

Em que Y é o vetor de valores fenotipicos; r € o vetor dos efeitos de
repeticdo (assumidos como fixos) somados a média geral; g € o vetor de valores
genotipicos individuais (assumidos como aleatérios); p é o vetor dos efeitos de

parcela (assumidos como aleatérios); € € o vetor de erros ou residuos
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(aleatdrios). As letras maiusculas representam as matrizes de incidéncia para os
referidos efeitos. As distribuicdes e estruturas de variancia associadas aos termos

do modelo foram:

yb.V ~ N(Xb, V)

g |Iag2 ~ N(O,Iagz)

p‘aé ~ N(0, Iaf))

o’ ~N(0,157)

V =7 6%Z “WIoiW'+15?

Os valores genéticos de cada progénie foram obtidos pela soma de cada
efeito genotipico (g) a média geral do experimento (4). O ganho genético equivale
a média dos vetores dos efeitos genéticos preditos para as progénies
selecionadas. A média geral somada ao ganho genético resulta na média da
populacdo melhorada.

O indice de coincidéncia foi obtido por meio da relacdo entre o dobro do
namero de progénies, em que ambos os indices de sele¢do coincidem, e a soma
do numero total de progénies que contém o indice de selecdo A mais o niumero
total de progénies que contém a indice de selecdo B (Pedrozo et al., 2009; Freitas
et al., 2013).

3.2.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 4 contém as estimativas dos ganhos percentuais preditos para o
indice de selecédo de Pesek e Baker (1969), indice de sele¢cdo de Smith (1936) e
Hazel (1943), indice de selecdo classico de Mulamba e Mock (1978), indice
proposto por Williams (1962) e o método REML/BLUP.
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Tabela 4. Estimativas dos ganhos percentuais com base no diferencial de
selecdo, por selecdo simultinea em oito caracteristicas, no terceiro ciclo de
selecdo recorrente intrapopulacional, em progénies de irmaos-completos de
maracujazeiro.

(6]

Variaveis indices de selecéo REML/BLUP
Pesek e Smith e Mulambae  Williams
Baker Hazel Mock
NF - 0,26 28,00 22,35 28,02 77,98
PT 1,72 10,54 10,15 13,02 19.26
MF -1,89 1,69 0,69 1,94 25.22
DLF -1,17 - 0,48 0,18 0,27 23.85
DTF 0,79 1,44 0,54 1,43 20.65
PP 0,69 - 0,47 3,11 -0,86 19.40
EC -1,80 0,55 -4,08 0,29 0.00
SST 0,52 -0,24 0,84 0,43 19.71

WONF: nimero de frutos; PT: producdo total; MF: massa do fruto; DTF: didmetro
transversal do fruto; DLF: didmetro longitudinal do fruto; PP: porcentagem de polpa; EC:
espessura da casca; SST: teor de soélidos sollveis totais.

O indice de Pesek e Baker (1969) resultou em ganhos indesejaveis para as
caracteristicas NF, MF e DLF, de -0.26%, -1.89% e -1.17%, respectivamente
(Tabela 4), portanto, ndo deve ser indicado. Gongalves et al. (2007) avaliaram
seis caracteristicas produtivas de uma populacdo de maracujazeiro amarelo,
estruturada no Delineamento | em dois locais: Vicosa-MG e Miracema-RJ e
observaram que o indice de Pesek e Baker (1969) foi o que apresentou maior
ganho para a caracteristica niumero de frutos por planta, diferente dos resultados
observados neste estudo. Em um programa de melhoramento genético de
maracujazeiro buscam-se plantas com maior niumero de frutos, sendo esses
frutos de maior massa e maior tamanho, caracteristicas estas que atendem ao
mercado consumidor. No entanto, vale ressalta no indice de Pesek e Baker
(1969) para o ganho desejavel na caracteristica EC, uma vez que frutos de menor
espessura de casca tendem a possuir maior quantidade de polpa.

O indice de Smith (1936) e Hazel (1943) estimou ganhos genéticos para as
caracteristicas NF e PT, de 28,00% e 10,54%, respectivamente. Embora tenha
ocorrido ganho positivo para MF, este foi baixo (1,69%). No entanto, ganhos
indesejaveis foram observados para as caracteristicas DLF (-0,48%), PP (-
0,47%), EC (0,55%) e SST (-0,24%), ndo sendo, portanto, indicado para a
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selecdo de progénies na referida populacdo, j& que foram observados ganhos
indesejaveis para a maioria das caracteristicas de interesse econdmico.
Resultados semelhantes aos obtidos neste estudo foram observados por
Goncalves et al. (2007). Os autores verificaram que o indice de Smith (1936) e
Hazel (1943) foi o que apresentou o menor ganho predito nas diversas
alternativas, tendo resultado em ganhos insatisfatorios, quando comparado aos
outros indices testados.

Os ganhos genéticos preditos pelo indice de Mulamba e Mock (1978) foram
satisfatorios para todas as caracteristicas avaliadas. Para NF, PT, PP e EC foram
observados ganhos genéticos de 22,35%, 10,15%, 3,11% e -4,08%,
respectivamente. Ao analisar diversos indices de selecdo em uma populacéo de
maracuja-azedo estruturada no delineamento I, Gongalves et al. (2007) indicaram
0 indice de selecdo de Mulamba e Mock (1978), pois este possibilitou maior
ganho genotipico predito, sendo considerado promissor no processo de selecédo
de progénies superiores. Silva (2009), em um ciclo de selecdo recorrente anterior
da populacdo avaliada no presente trabalho, observaram ao utilizar o indice de
Mulamba e Mock (1978), ganhos genéticos preditos de 1,03% para numero de
frutos, 3,18% para peso de fruto, 0,47% para comprimento de fruto, 1,36% para
largura de fruto e 0,65% para espessura de casca. Os resultados obtidos pelos
autores a cima citados, nos ciclos de selecdo recorrente anteriores ao deste
estudo, permitem concluir que houve aumento nos ganhos com o avanco do ciclo
de selecdo recorrente para as principais caracteristicas do maracujazeiro-azedo
indicando que o método de selecdo adotado tem sido satisfatorio. Freitas et al.
(2012), utilizando o indice de Mulamba e Mock (1978), para 0 maracujazeiro-
azedo, observaram ganhos simultaneos satisfatorios em produtividade, massa de
frutos, rendimento de polpa e teor de solidos solaveis totais e reducéo
na severidade das doencgas.

O indice de Williams (1962) possibilitou ganhos genéticos satisfatérios para
as caracteristicas NF, PT e MF, de 28,02%, 13,02% e 1,94%, respectivamente.
Estes ganhos foram inclusive superiores aos obtidos pelo indice de Mulamba e
Mock (1978). No entanto, para PP e EC a selegcdo simultanea né&o foi satisfatoria
por apresentar ganhos de -0,86% e 0,29%, respectivamente. Estes resultados
permitem afirmar que o indice de Williams (1962) pode ser utilizado para a

selecédo de progénies na referida populacdo para NF, PT e MF, todavia deve ser
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levado em consideracdo pelo melhorista 0s ganhos indesejaveis para as
caracteristicas de interesse PP e EC. Para as variaveis DLF (0,27%), DTF
(1,43%) e SST (0,43%), foram observados ganhos positivos, no entanto, esses
foram baixos. Ao analisar a viabilidade do uso do indice de Williams (1962) em
maracujazeiro-azedo, Neves et al. (2011) concluiram que o indice possibilitou a
selec@o de 35 familias com ganhos em produtividade e peso de polpa, diferente
do observado neste trabalho.

O método REML/BLUP, quando comparado aos indices de selecao
estudados, possibilitou ganhos preditos superiores para todas as caracteristicas
avaliadas, exceto EC. Os maiores ganhos preditos foram observados para as
caracteristicas NF (77,98%) e MF (25,22%), o que é desejavel para o programa
de melhoramento. A diferenca das estimativas de ganho do REML/BLUP em
relacdo aos indices de selecdo abordados pode ser devido ao método
REML/BLUP utilizar como vetor de solucdes, os efeitos genotipicos preditos, as
matrizes de coeficientes de parentesco, assim como os ganhos de selecédo para
cada familia. A correcdo dos valores para os efeitos ambientais prediz de maneira
precisa e ndo viciada os valores genotipicos, e conduz a maximizacdo do ganho
genético com a selecdo (Resende e Sturion, 2001; Rodrigues et al., 2013; Freitas
et al., 2013). O resultado observado no presente trabalho permite indicar o
método REML/BLUP para a recombinacdo das progénies superiores nos ciclos
subsequentes.

Santos (2013) avaliou hibridos de Passiflora quanto as principais
caracteristicas pelo método REML/BLUP e identificou genétipos superiores
obtidos de cruzamento interespecifico entre P. edulis e P. setacea, para o avango
de geracdo no programa de melhoramento genético do maracujazeiro-azedo
visando resisténcia ao Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV). Utilizando a
metodologia REML/BLUP, Oliveira et al. (2012), avaliaram populacdes
segregantes F, de mamao e verificaram altos valores de herdabilidade individual
para comprimento e diametro do fruto e baixos valores para SST.

Os coeficientes de coincidéncia das 25 progénies de irmaos-completos
selecionadas pelos indices Pesek e Baker (1969), Smith (1936) e Hazel (1943),
Mulamba e Mock (1978), Williams (1962), e pelo método REML/BLUP encontram-

se na Tabela 5.
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Tabela 5. Coeficientes de coincidéncia de 25 progénies selecionadas com uso
dos indices de selecdo e do método REML/BLUP quanto as oito caracteristicas
avaliadas nos frutos de maracujazeiro-azedo provenientes de Itaocara, Noroeste
do Estado do Rio de Janeiro.

indice de selecéo Pesek e Smith e Mulamba e Williams
Baker Hazel Mock

Pesek e Baker -

Smith e Hazel 0,48 -

Mulamba e Mock 0,48 0,64 -

Williams 0,48 0,92 0,64 -
REML/BLUP 0,44 0,60 0,84 0,56

Os coeficientes de coincidéncia foram baixos, com excec¢do dos valores
observados entre os indices de Smith (1936) e Hazel (1943) e Williams (1962), os
quais apresentaram valor 0,92, ou seja, 23 progénies coincidentes, e entre o
indice de selecdo de Mulamba e Mock (1978) e o0 método REML/BLUP, os quais
apresentaram valor de 0,84, ou 21 progénies coincidentes (Tabela 5). De acordo
Pedrozo et al. (2009), quanto maior o coeficiente de coincidéncia entre dois
indices de selecdo, maior serd a concordancia dos resultados de selecdo entre
eles.

Silva e Viana (2012) avaliaram para a selecdo de progénies de maracuja-
azedo os indices baseados na soma de ranks de Mulamba e Mock (1978) e a
distancia entre o Gendtipo e o Idedtipo (Cruz, 2013), e observaram um coeficiente
de coincidéncia de 0,97. Tal resultado permitiu selecionar, simultaneamente,
progénies superiores para as caracteristicas niumero de frutos, produtividade total,
peso médio de fruto, diametro do fruto, comprimento do fruto, largura do fruto e
peso de polpa.

De um total de 81 progénies avaliadas, selecionaram-se as 25 melhores
para as variaveis NF e MF, por meio do método REML/BLUP, correspondendo a
30,86% das progénies. Os ganhos genéticos foram preditos e as novas medias
estimadas foram superiores a média geral em todas as variaveis analisadas
(Tabela 6). As 25 progénies selecionadas com uso do método REML/BLUP, para
namero de frutos, ndo sdo as mesmas selecionadas para a caracteristica massa

de frutos.
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Tabela 6. Ranqueamento e estimativas das 25 progénies superiores de irmaos-
completos, dos valores genotipicos previstos (g), dos valores genotipicos (u+g),
da nova média predita (BLUP), quanto as caracteristicas numero (NF) e massa de
frutos (MF).

Ranque Nimero de frutos Nova I\l}/{lssﬁsa dos frutos (q)
Progénie g u+g  Ganho Média o g p+g Ganho Média
Pranénie

1 26 125,82 430,95 125,82 430,96 69 18,70 186,17 18,70 186,17
2 56 110.97 416,09 118,40 423,53 5 16,08 183,55 17,39 184,86
3 24 83,87 389,00 106,89 412,02 3 15,65 183,12 16,81 184,28
4 70 67,45 372,58 97,03 402,16 8 15,44 182,91 16,47 183,94
5 1 61,20 366,33 89,86 395,00 68 15,27 182,74 16,23 183,70
6 68 59,12 364,25 84,74 389,87 42 14,14 181,61 15,88 183,35
7 19 50,39 355,52 79,83 384,97 47 13,91 181,38 15,60 183,07
8 69 46,48 351,61 75,66 380,80 72 13,78 181,25 15,37 182,84
9 47 46,09 351,22 72,38 377,51 75 12,75 180,22 15,08 182,55
10 34 42,18 347,31 69,36 374,49 51 11,32 178,79 14,71 182,17
11 45 39,31 344,44 66,62 371,76 78 10,45 177,92 14,32 181,79
12 38 33,84 338,97 63,89 369,03 2 9,72 177,18 13,94 181,40
13 16 32,80 337,93 61,50 366,64 41 9,57 177,04 13,60 181,07
14 10 31,89 337,02 59,39 364,52 6 9,11 176,58 13,28 180,75
15 22 31,89 337,02 57,55 362,69 33 9,05 176,52 13,00 180,47
16 23 30,58 335,71 55.87 361,00 7 8,06 175,53 12,69 180,16
17 40 30,32 335,45 54,36 359,50 53 7,69 175,16 12,39 179,86
18 55 29,28 334,41 52,97 358,11 73 6,40 173,87 12,06 179,53
19 50 29,02 334,15 51,71 356,85 1 6,33 173,80 11,76 179,23
20 60 25,89 331,02 50,42 355,55 24 6,05 173,52 11,47 178,94
21 17 25,37 330,50 49,23 354,36 52 5,19 172,66 11,18 178,64
22 11 21,98 327,11 47,99 353,12 44 5,17 172,64 10,90 178,37
23 54 20,81 325,94 46,81 351,94 29 4,82 172,29 10,64 178,11
24 19,38 324,51 45.66 350,80 59 4,81 172,28 10,40 177,86
25 15,08 320,21 44,44 349,58 48 4,26 171,73 10,15 177,62

Visando identificar progénies promissoras para NF, ou seja, progénies mais
produtivas, a melhor ranqueada foi & progénie 26. O ganho predito com a selecao
desta progénie foi de 125,82%, com uma média em torno de 431 frutos, e a
ranqueada, na 252 colocacédo, foi a progénie 9, com um ganho de 44,44%,
permitindo um acréscimo de 29,26 na meédia (Tabela 6). Considerando a
importancia de selecionar progénies que tenham frutos de maior massa (MF), a
melhor ranqueada foi a progénie 69, com ganhos esperados de 18,70% sobre a
média geral. A progénie 48 foi classificada em dltima posicdo, com ganho
estimado de 4,26%.

Os valores genotipicos preditos pelo BLUP correspondem aos valores

observados sem o efeito ambiental. Portanto, ao contrario do que ocorre com
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espécies de propagacédo vegetativa, em que todo valor genotipico é capitalizado,
espécies alégamas ou de polinizacdo cruzada, em que testes de progénie sao
realizados, apenas os efeitos aditivos sdo transmitidos para os descendentes e
devera ser levado em conta no momento da selecdo dos genotipos, 0s quais
deverdo ser utilizados como genitores nas proximas geragdes (Resende, 2002).

O método REML/BLUP mostrou-se mais eficiente do que os indices de
selecdo, permitindo selecionar progénies com ganhos genéticos preditos
promissores para todas as caracteristicas avaliadas, em especial NF e MF, que
sao as principais requeridas no programa de maracujazeiro-azedo. Com base nos
resultados observados no presente trabalho, o método REML/BLUP foi indicado
para a recombinacdo das progénies superiores nos ciclos de selecéo

subsequentes.

3.2.5. CONCLUSOES

Entre os quatro indices de selecao testados, o de Mulamba e Mock e
Willians mostraram-se 0os mais adequados para a selecdo de progénies de
irmaos-completos na populagdo maracujazeiro-azedo em estudo.

O método REML/BLUP apresenta os melhores ganhos genéticos preditos,
em comparacao aos obtidos pelos indices de selecdo, e é eficiente para selecéo

de progénies de maracujazeiro-azedo.
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3.3. MELHORAMENTO DA ESPECIE Passiflora edulis Sims: PARAMETROS
GENETICOS E ESTRUTURA DA POPULA(;AO

3.3.1. INTRODUCAO

O maracuja é um fruto tropical consumido em todo mundo e com potencial
genético ainda subdesenvolvido (Faleiro et al.,, 2008). A producdo do
maracujazeiro é concentrada nos tropicos e América do Sul. O Brasil figura no
cenario mundial como maior consumidor e produtor do fruto, com cerca de 780 mil
toneladas no ano de 2013 (IBGE, 2014). No entanto, a produtividade média
nacional em 2013, de 15 ton.ha® (IBGE, 2014), foi considerada baixa,
principalmente, devido a problemas fitossanitarios (Santos et al., 2015) e ao baixo
numero de cultivares adaptadas.

Existem atualmente ndo mais que 25 cultivares de Passiflora edulis Sims
disponiveis no mercado de sementes no Brasil (MAPA, 2014). A respeito da alta
demanda, de sua importancia econdmica e social, além dos beneficios a saude, o
baixo numero de -cultivares disponivel adaptados a diferentes condicdes
edafoclimaticas, é uma barreira para a expanséo da producéo (Silva et al., 2014).

Pela caréncia de gendtipo adaptado as regibes Norte e Noroeste
Fluminense, notou-se a possibilidade de que a populagéo de maracujazeiro-azedo
gue esta sendo conduzida até o momento possa originar uma nova variedade,

com grande potencial para uso em plantios comerciais pelos produtores das
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regibes em apreco. Atualmente, o programa possui genotipos promissores com
avaliacdo de ensaios de valor de cultivo e uso (VCU), em fase final de analise e
descricéo de relatorio a ser enviado ao MAPA.

A estimacdo e a compreensdo de parametros genéticos sdo importantes
para a elucidacdo da estrutura genética da populacdo de maracuja em estudo,
além de permitir uma inferéncia da variabilidade genética e uma predicdo de
ganhos genéticos em um programa de melhoramento (Laviola et al., 2010). Para
aperfeicoar a selecdo e as estratégias de melhoramento, estimativas de
pardmetros genéticos, como herdabilidade e correlacbes genéticas sé&o
requeridas (Falconer, 1987).

Baseado na avaliacdo genética em REML/BLUP, os modelos mistos tém
recebido especial atencdo de pesquisadores devido ao seu potencial de
progresso genético e grande precisdo no processo de selecdo (Freitas et al.,
2013; Viana e Resende, 2014). O procedimento REML/BLUP tem varias
propriedades tedricas e aplicacdes praticas (Resende, 2000) que, ainda, séo
pouco utilizadas no melhoramento de fruteiras. Um importante elemento para
estimar os componentes genéticos é o uso da informacdo do pedigree da
populacdo. O conhecimento do pedigree € (til para a identificagcdo e compreensao
de genes de interesse e o0 seu papel na variabilidade genética (Marin et al., 2003)
como em aspectos, tais como: o controle de parentesco e a endogamia.

A maioria dos experimentos de maracujazeiro, incluindo os ensaios
conduzidos na UENF, utiliza o delineamento em blocos casualizados (Viana et al.,
2003; Goncalves et al., 2009a; Silva et al., 2009). Uma alternativa proposta no
presente trabalho € a utilizagdo da técnica conhecida como post-hoc blocking
Row-Col, para a avaliacado das variaveis. 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, e ajustamento de
um modelo linear, de modo que, 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 populacéo.

O conhecimento da variabilidade e estrutura genética de uma populacao
pode garantir o sucesso em longo prazo dos programas de melhoramento
genético (Choudhary et al., 2012). A diversidade e a estrutura genética

populacional sdo comumente estimadas utilizando marcadores microssatélites
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(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.

O presente trabalho foi proposto com o objetivo de fornecer informacéao
genética util para melhoristas de Passiflora em todo o mundo e uma melhor
compreensao da estrutura e do valor da populagédo de estudo da UENF. Este
estudo difere dos outros relatados na literatura no uso da técnica post-hoc
blocking Row-Col, e o0 uso de informa¢Bes de pedigree em analise via modelos

mistos, tratando-se de uma proposta pioneira em termos de pesquisa

3.3.2. REVISAO

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

A escolha adequada de um delineamento experimental e andlises
estatisticas apropriadas podem produzir melhoras consideraveis 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, o 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).

A técnica post-hoc blocking Row-Col € uma técnica posteriori e foi proposta
inicialmente por Patterson e Hunter (1983). A técnica consiste na sobreposi¢cao de
uma estrutura de blocos sobre o desenho do campo original (Gezan et al., 2006),

com a adicdo de linhas e colunas. A técnica é uma ferramenta de baixo custo



39

para avaliar a eficiéncia de um delineamento experimental (Patterson e Hunter,
1983).

A técnica post-hoc blocking Row-Col permite a eliminacdo da
heterogeneidade por “dois diferentes caminhos”. Em um delineamento agrupado
em blocos casualizados, a Unica fonte de variacdo, além do tratamento, € a de
blocos. No entanto, em um experimento avaliado em Row-Col, além dos efeitos
de blocos e tratamento, estdo presentes os efeitos de linhas e colunas.

Em uma situacdo em que linhas sdo desconsideradas, considerando
apenas as colunas, obtém-se um delineamento tendo as colunas como o bloco.
Similarmente, ignorando colunas e considerando apenas linhas, obtém-se um
delineamento tendo as linhas como o bloco. A importancia de fontes de variacao
adicionais em um experimento ajuda a reduzir o erro experimental e melhora a

precisao das estimativas.

3.3.2.2. Marcadores moleculares aplicados ao melhoramento genético do

maracujazeiro

As técnicas de analise molecular da variabilidade do DNA permitem
determinar pontos de referéncia nos cromossomos, tecnicamente denominados
“marcadores moleculares”. Um marcador molecular é definido como qualquer
fenétipo molecular oriundo de um gene expresso ou de um segmento especifico
de DNA (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Com o desenvolvimento dos marcadores moleculares e 0 avanco em
técnicas de biologia molecular, criou-se a expectativa de que as informacdes
genotipicas dos marcadores moleculares, uma vez correlacionados com
caracteristicas fenotipicas de interesse, pudessem ser amplamente utilizadas na
obtencdo e selecdo de individuos com maior valor genético. Esta técnica ficou
conhecida como selecdo assistida por marcadores moleculares (MAS - Marker
Assisted Selection). A MAS utiliza simultaneamente dados fenotipicos e dados de
marcadores moleculares em ligagdo genética préoxima com alguns locos
controladores de caracteristicas quantitativas, os QTLs (Resende, 2008).

Atualmente, existem varios marcadores moleculares disponiveis para 0s
mais diversos tipos de culturas. Os marcadores moleculares de DNA tém sido

ferramenta essencial para dar suporte aos estudos de genética de populacdes de
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diversas espécies e tendem, pouco a pouco, auxiliar as estratégias de
melhoramento, por serem capazes de aumentar a velocidade de resposta nos
programas. Tratando-se de plantas semiperenes, como € o0 caso do
maracujazeiro, a utilizacdo desses marcadores se reveste ainda de maior
importancia (Pereira et al., 2005).

A escolha de um marcador molecular depende de varios fatores como a
disponibilidade do marcador para a espécie em estudo, nivel de polimorfismo
apresentado pelo marcador, disponibilidade de informacéo do genoma da espécie
alvo, habilidades técnicas, custo da analise, disponibilidade de equipamentos,
entre outros (Souza et al., 2008).

Existem varios tipos de marcadores moleculares, que sao geralmente
conhecidos por suas siglas. Os marcadores moleculares hoje disponiveis
diferenciam-se pela tecnologia utilizada para revelar a variabilidade ao nivel de
DNA e assim variam de acordo com a habilidade de detectar diferencas entre os
individuos, custos, facilidade de uso, consisténcia e repetibilidade (Ramos, 2007).

A alta informacdo contida em loco microssatélite (SRR), aliada a sua
expressdo codominante potencial para automacdo e requerimento de pequena
quantidade de DNA, fazem com que os SSR’s sejam considerados marcadores
genéticos ideais para mapeamento genético e de alta eficiéncia para estudos de
ligacdo, protecdo de variedades, selecédo assistida, estudos de diversidade, entre
outros (Song et al., 2004, Borém e Caixeta, 2009). Pereira et al. (2005) também
relatam que os SSR sdo bastante efetivos nos diferentes procedimentos de
melhoramento incluindo trabalhos de divergéncia genética, de fingerprinting, de
mapeamento e analise de genes.

No entanto, a grande dificuldade associada a esse marcador € que
demanda melhores condi¢cGes laboratoriais, especialmente, quando ainda néo se
dispde de uma colegao de primers SSR para a cultura de interesse (Pereira et al.,
2005).

Visando contornar tal problema na cultura do maracujazeiro, Oliveira (2006)
desenvolveu marcadores SSR utilizando bibliotecas genémicas enriquecidas,
visando a construcdo e a integracdo de mapas genéticos de maracuja-azedo.
Este mesmo autor reporta que, atualmente, existe uma pequena quantidade de

sequencias de DNA de maracuja-azedo depositadas no banco de dados
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(GenBank), sugerindo, entédo, a busca por metodologias eficientes de isolamento
de sequencias contendo microssatélites.

Alguns dos trabalhos mais comuns para a cultura do maracujazeiro
referem-se ao estudo da variabilidade genética (Pereira et al., 2005; Viana et al.,
2003; Vieira et al., 2005). Viana et al. (2003) avaliaram a diversidade genética
entre acessos de varias espécies do género Passiflora, via RAPD, e observaram
grande variabilidade genética entre as espécies P. foetida, P. alata, P. gibertii, P.
suberosa, P. cincinnata, P. maliformis e P. edulis. f. edulis, sendo que as espécies
P. edulis e P. gibertii foram as mais distantes entre as espécies estudadas. E P.
cincinnata e P. edulis f. edulis formaram um mesmo grupo, sugerindo que elas
compartilham uma similaridade genética.

Vieira et al. (1997); Angel et al. (1998); Viana et al. (2003); Faleiro et al.
(2004) e Bellon et al. (2007) realizaram trabalhos referentes a diversidade
genética no género Passiflora, utilizando marcadores RAPD, e observaram
variabilidade genética expressiva em diferentes acessos de uma mesma espécie
de Passiflora. No entanto, estudos realizados por Viana et al. (2003) e Faleiro et
al. (2005), utilizando-se de diferentes acessos da espécie comercial P. edulis.,
ndo mostraram expressiva variabilidade genética entre esses materiais, indicando
um possivel estreitamento da base genética entre as cultivares comerciais.

Em trabalho de Reis (2010), objetivou-se avaliar a variabilidade genética de
gendtipos selecionados, referentes a dois ciclos de sele¢do recorrentes do
programa de melhoramento genético do maracujazeiro-azedo conduzidos na
UENF. Para tal, foram utilizados 23 pares de iniciadores microssatélites na
genotipagem dos 66 gendtipos de irmaos completos, 27 referentes ao primeiro
ciclo (MAp) e 39, ao segundo ciclo (MA;). Os resultados observados indicaram os
genotipos mais produtivos e divergentes para dar continuidade ao programa de
selecdo recorrente do maracujazeiro, além disso, demonstraram 0 sucesso da

selecao recorrente para essa cultura e sua viabilidade.

3.3.3. MATERIAS E METODOS
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3.3.3.1 Populacao de estudo

Foram avaliadas 81 progénies de irmaos-completos pertencentes ao
terceiro ciclo de selecdo recorrente do maracujazeiro-azedo (Passiflora edulis
Sims) da UENF. A informacédo de pedigree (pai e mée) para cada progénie
avaliada foi incluida.

Essas progénies foram obtidas a partir de um dialelo parcial de 27
parentais (progénies de meios-irmaos) selecionadas por Silva (2009) via indice de

selecdo Mulamba e Mock (1978).

3.3.3.2 Descricdo do experimento

O estudo foi conduzido entre 2011-2013, na Unidade Experimental da
UENF em Itaocara — llha Barra do Pomba (21°40' S, 42°04' W e altitude de 76 m),
regido Noroeste Fluminense. Durante o periodo experimental a temperatura anual
meédia foi 22,5°C e a precipitacdo média foi 1.041mm. O solo da area experimental
foi classificado como Argissolo Vermelho-Amarelo (Embrapa, 2006).

Em condicbes de casa de vegetacdo, sementes (quatro/tubete) de cada
progénie foram germinadas em subtrato, marca Plantmax®. Posteriormente, as
mudas foram desbastadas mantendo somente uma por tubete, e levadas ao
campo 65 dias apds a emergéncia.

O experimento foi conduzido em delineamento de blocos completos
casualizados (DBC), com duas repeticbes e parcelas constituidas por cinco
plantas. Para a avaliacdo dos dados o delineamento foi arranjado em uma grade
retangular de 19 linhas e 15 colunas.

O sistema de conducdo foi de espaldeira vertical, com mourdes de
eucalipto tratados de 1,8 m de altura, espacados de 4 metros e com um fio de
arame numero 12. A distancia entre linhas de plantio foi de 3,5m e entre plantas
2m.

Todas as plantas receberam os tratos culturais recomendados para a
cultura, como a conducdo da planta, controle das plantas daninhas, pragas e
doencas (Viana et al., 2003). Um sistema de irrigacdo por gotejamento diario foi
utilizado durante o periodo seco. As mudas foram fertilizadas mensalmente com

22,59 de ureia e 45g de cloreto de potassio por planta. Em adicdo, 100g de
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calcario e 200g de superfosfato simples foram aplicados em cada planta durante o

plantio.

3.3.3.3 Caracteristicas avaliadas

As progénies foram fenotipadas para as seguintes caracteristicas: nimero
de frutos (NF): obtido pela contagem do namero de frutos totais em cada parcela;
producao total (PT) em kg por parcela, realizando-se colheitas semanais, com
posterior pesagem dos frutos; massa do fruto (MF), em gramas, obtida por meio
da média aritmética de massa de 15 frutos amostrados por parcela, com o auxilio
de uma balanca digital; diametro longitudinal do fruto (DLF), em mm, obtido por
meio de medidas das dimensdes longitudinais dos frutos com paquimetro digital,
amostrando 15 frutos por parcela; diametro transversal do fruto (DTF), em mm,
obtido por meio de medida da dimenséo transversal dos frutos com paquimetro
digital, amostrando 15 frutos por parcela; porcentagem de polpa do fruto (PP),
obtida pela razéo entre a massa de polpa e massa total do fruto, amostrando 15
frutos por parcela; espessura da casca (EC), em mm, determinada na porcéo
mediana dos frutos (cortados transversalmente, no sentido de maior diametro),
com utilizacdo de paquimetro digital, utilizando amostras de 15 frutos por parcela;
teor de solidos sollveis totais (SST), em °Brix, obtido por refratometria utilizando-
se refratdmetro digital portatil ATAGO N1, com leitura na faixa de 0 a 32° graus de
Brix. As leituras foram feitas em aliquotas de suco da polpa em amostras de 15

frutos.

3.3.3.4 Andlise estatistica e genética

As analises foram realizadas utilizando-se o pacote estatistico ASReml
v3.0 (Gilmour et al. 2009), amplamente aceito para a estima¢ao dos componentes
de variancia e predicdo dos valores genéticos (Gilmour et al. 2002).

Para a avaliacdo dos dados, duas equacOes dos modelos lineares mistos
foram utilizadas: uma baseada no delineamento experimental original (RCBD)
(equacaol) e outra baseada na proposta post-hoc blocking (Row-Col) (equacao

2), seguindo:
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Yijk =p+ block; + prog; + €ij (eq 1)

Yijkl =u+ block; + prog; + rowy + col + Eijki (eq 2)

Onde Yijjq € o valor para a respectiva caracteristica no ith bloco (1-2); na jth
progenie (j=1-81), na kth linha (k=1-19) e na Ith coluna (I= 1-15); y é a média

global; B; corresponde ao efeito fixo de blocos; P; corresponde ao efeito aleatorio

de progenies ~IID(O, Aﬁj), r« corresponde ao efeito aleatdrio das linhas ~11D(O,

2 . - 2 )
| O innas), €I corresponde ao efeito aleatério das colunas ~IID(0, 1 O conas) € Eijji €

o efeito aleatério do residuo para ith bloco jth progenie in the kth linha and Ith

2 . . . . , ~
coluna ~IID(0, 10 ). A matriz A € a matriz de parentesco derivada da informacao

de pedigree.

Foi proposto o teste baseado no Qui-Quadrado (x?) para comparar 0s
modelos por meio do teste de razdo de verossimilhanca (LRT). Tal comparacéo
teve o objetivo de avaliar a significAncia da técnica post-hoc blocking na avaliagéo
dos dados. Um LRT é usado para verificar qual dos modelos melhor explica os
dados (Muse e Gaut, 1994).

Para o LRT considerou-se a diferenca nos valores de verossimilhanca d=
2[log L, — log Li] ~ X°r.-r1, subtraindo o valor do modelo com maior nimero de
parametros (L2) daquele que corresponde o menor numero de parametros (L1), e
comparando o resultado com uma distribuicdo Qui-Quadrado com graus de
liberdade igual a diferenca do nimero de parametros entre os modelos.

Baseado no LRT foi escolhido o melhor modelo para predizer os valores
genéticos em BLUP e estimar os componentes de variancia via REML.

Os parametros genéticos estimados foram:

- Herdabilidade no sentido restrito (h?): Foi calculada utilizando a seguinte

expressao:

[ I N

G L

(e

N

2 A o~ " 2, A
Onde O, e avariancia genética aditiva e O ¢é a variancia total.

Adicionalmente, a correlagcdo genética para cada par de caracteristicas foi

calculada de acordo:
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r = Og(xy) .

- ]

Y 2 2
0,0,

P A . Z4: s 2 P
Onde oy yy é a covaridncia genética entre as caracteristicas X e Y, 0yx) é a

A Ly . 2 p A oy
variancia genetica da caracteristica X, e Gg(y)e a variancia genetica da

caracteristica Y.
3.3.3.5 Analise molecular

Para cada progénie, amostras de folhas jovens e saudaveis foram
coletadas em bulk (amostrando todas as plantas contidas na parcela).
Posteriormente, as amostras foram armazenadas em ultrafreezer (-80°C). Para a
extracdo do DNA gendmico seguiu-se o protocolo proposto por Doyle e Doyle
(1990). Apéds a extracdo, o DNA foi submetido a quantificacdo via analise em gel
de agarose a 0,8%. As amostras de DNA foram coradas utilizando a mistura de
GelRedTM e Blue Juice (1:1), e a imagem, capturada pelo sistema de
fotodocumentacdo MiniBis Pro (Bio-Imaging Systems). Baseada nas imagens
obtidas, a concentracdo de DNA foi estimada por comparacdo com um marcador
molecular de peso padrao conhecido (ladder High DNA Mass Ladder - Invitrogen,
USA).

Visando testar as condicfes da reacdo em cadeia de polimerase (PCR),
realizou-se um gradiente de temperatura, variando de 50°C a 65°C. Foram
selecionadas temperaturas oOtimas para 28 primers desenvolvidos por Oliveira
(2006).

Apoés a definicdo das temperaturas, foi feito um screening, no qual foram
selecionados 10 primers (Tabela 7) com base no grau de polimorfismo e na
qualidade de amplificacao.

As reacOes de amplificacdo foram avaliadas para um volume final de 13 pL,
contendo 1,5 pL of buffer 10X (500 mM KCI, 100 mM Tris-HCL em pH 8,3
Invitrogen), 1 yL de 25 mM MgCl,, 1,5 uL de 2mM dNTPs, 0,5 uL de 0,5 mM de
primer, 0,12 pL de 5U/uL de Taq DNA polimerase e 2 yL de 5 ng de DNA
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gendmico. O volume final foi suplementado com agua ultrapura. As amplificacdes

foram realizadas em um termociclador Applied Biosystems, modelo Veriti®.

Tabela 7. Marcadores moleculares microssatélites: nome do primer, sequéncia,
motivo, temperatura de anelamento (Ta) e numero de alelos observados.

Primer Primer forward Primer reverse Motivo Ta (°C) Nealelos
PEO1 caggatagcagcagcaatga agccaaatgtcaaactgaac (GT)7 59 2
PEO3 gcagcgagggaagaaaaa tgagacatcgtgcgtgaa (GA)10 62 3
PEO4 atgcttttggaaatccgttt tgctcatgcaaagtcactgg (TG)o 62 6
PE09 ggaaatccgaaaactggttg gggcctttatccatgtttga (AT)s(AC)s 56 2
PE17 acttcgttggtatgcacttg catagaatgcaagggttcaca (AC)22 56 3
PE18 ccgtgaaccaaccatttctc ttgcagcacaaacaagtcaa (TG)o 60 2
PE23 caatcccttgacccataga Cgtccatccttctccttt (GA)19 59 3
PE31 ccctcaacactctgctatct catcacctctaacaccacaaa (TG)7 63 3
PE37 caaaaggataggcctgatgtc tgcttggtcatccactgaag (TG)s 65 3
PE64 atcaattacgcaccccaaac ggaacgtcaatcaagtgagga (AC)s 59 2

As reacdes de PCR foram corridas sob as seguintes condi¢cdes: 1 min a
94°C para a desnaturacao inicial; 32 ciclos de 94°C por 1 min., temperatura 6tima
de anelamento para cada primer SSR por 1 min., (56°C ~ 65°C) and 72°C por 3
min.; com uma extenséo final de 72°C por 7 min.

Para cada um dos 10 primers, depois de avaliada a qualidade de reacéo de
PCR em gel de agarose (0.8%), 1uL do produto de PCR foi misturado com 23uL
de diluicdo tampao (E, 1X, 75ML) e coradas com GelRed. O marcador DNA
Ladder (Invitrogen, USA) 250pb foi usado durante as corridas para determinar os
tamanhos dos fragmentos. Assim, os fragmentos amplificados foram submetidos
a eletroforese capilar (Advanced Analytical Fragment Analyzer™) com voltagem
de 8Kw por 120 minutos. As imagens foram obtidas e analisadas através do
software PROSize (Advanced Analytical Technologies, USA).

3.3.3.6 Anélise estrutural da populacéo

Para acessar a estrutura da populagdo das progénies de P. edulis Sims, foi
utilizado um método heuristico baseado em algoritmos de agrupamento
bayesiano, com o uso do software STRUCTURE versdo 2.3.4 (Pritchard et al.,

2000). Para tanto, empregou-se o modelo (“no admixture model”) e frequéncias
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alélicas correlacionadas, usando-se “Burnin Period” = 10.000, seguido de uma
extensdo (Markov Chain Monte Carlo) de 20.000 repeticbes apds “Burnin Period”,
com o numero de subpopulacdes (k) variando de 1 a 10. Um limite de
probabilidade de 0,75 foi usado como a maxima probabilidade de adesao entre os
grupos. Pelo fato da distribuicdo da verossimilhanca L(k) muitas vezes nao
mostrar um verdadeiro valor para K, foi utilizada a proposta de Evanno et al.
(2005) para inferir o verdadeiro valor de K para a presente populagao utilizando

marcadores SSR.

3.3.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.4.1 Estimativa dos parametros genéticos

Com base no teste de razdo de verossimilhanca o modelo proposto post-
hoc blocking Row-Col apresentou melhor ou igual desempenho quando
comparado ao modelo de blocos casualizados, para todas as caracteristicas

avaliadas (Tabela 8).

Tabela 8. Probabilidade de significancia (P-valor) para o teste de razdo de
verossimilhanga, comparando os modelos propostos para os delineamentos em
blocos completos casualizados (DBC) e Row-Col, em variaveis de maracujazeiro-
azedo.

Variaveis DBC Row-Col d=2[logL,-logL: x*P-valor
Numero de frutos -567,46  -559,96 15,00 0,00
Producéao -283,40 -278,36 10,08 0,00
Massa do fruto -628,39 -628,11 0,56 0,76
Diametro transversal do fruto -381,00 -380,30 1,40 0,50
Diametro longitudinal do fruto -336,47 -335,96 1,02 0,60
Porcentagem de polpa -365,81 -365,66 0,30 0,86
Espessura da casca -105,14  -105,14 0,00 1,00
Solidos sollveis totais -83,52 -81,99 3,06 0,22

Para as variaveis NF e PT observaram diferencas significativas (P<0,00)

entre os modelos avaliados, com diferencas de 15,0 e 10,08, respectivamente.
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Para as demais caracteristicas ndo se observaram diferencas entre os modelos.
Com base nos resultados obtidos o0 modelo proposto post-hoc blocking Row-Col
foi escolhido para todas as analises subsequentes e para a estimacdo dos
componentes de variancia e predi¢cdo dos valores genéticos.

Os resultados favoraveis obtidos com a técnica post-hoc blocking Row-Col
para a avaliagdo dos dados estdo consistentes com tentativas anteriores de
outros autores, utilizando a mesma abordagem. Por exemplo, Gezan et al. (2006),
comparando a eficiéncia do delineamento Row-Col com o delineamento original
de blocos casualizados obteve estimativas mais precisas de herdabilidade
utilizando o delineamento Row-Col. Kempton et al. (1994) observaram uma
superioridade do delineamento Row-Col em comparagcdo ao de blocos
casualizados em ensaios com cereais, reportando ganhos mais eficientes.

Entretanto, o delineamento em blocos casualizados, em geral, é eficiente
quando a variabilidade dentro da repeticdo € relativamente pequena, o que é raro
guando um grande numero de genotipos € avaliado. Testando um significativo
namero de gendtipos de maracujazeiro sempre requerera grandes areas, entao,
isso, necessariamente acarretara uma variabilidade edafica. (Costa e Silva et al.
2001). Além disso, quando o numero de repeticbes € baixo, como no presente
trabalho, os parametros estimados conterdo maiores erros e, entao,
necessariamente o uso de alternativas como a técnica proposta promovera uma
maior acuracia dos parametros estimados.

Na préatica, um melhorista esta usualmente restrito ao tamanho de &rea a
ser utilizada em dado experimento. Entretanto, nossos resultados indicam que
outros delineamentos experimentais podem ser explorados para a cultura do
maracujazeiro. O uso do delineamento Row-Col como bloco incompleto pode ser
utilizado na pratica, e os fatores linhas e colunas podem ser incluidos em um
modelo linear misto como efeitos aleatorios.

No presente estudo, os efeitos de linha foram maiores do que aquelas
colunas para todas as caracteristicas avaliadas. Para a maioria das variaveis a
variancia do fator coluna foi baixa ou zero. Isto sugere que as progénies se
comportam de maneira semelhante em colunas para todas as variaveis. No
entanto, para o fator linhas capturou significativamente para NF (17%) e PT (20%)

(Tabela 9), e foi abaixo de 6% para todas as outras variaveis. Em todos os casos
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a variancia ambiental ndo capturada pelos fatores genéticos ou experimentais foi

maior que 39% da variancia total.

Tabela 9. Componentes de variancia, herdabilidades e seus respectivos erros
para variaveis de maracujazeiro-azedo.

Variaveis O'é0| Gerow Gérro (h*+Erro)

Sdlidos soluveis totais 0,05 0,06 0,39 (0,53+0,087)
Diametro longitudinal do fruto 0 0,03 0,51 (0,46+0,099)
Didmetro transversal do fruto 0 0,04 0,52 (0,44+0,098)
Espessura da casca 0 0 0,58 (0,42+0,108)
Numero de frutos 0 0,17 0,42 (0,41+0,098)
Porcentagem de polpa 0,01 0,02 0,79 (0,18+0,109)
Produgédo Total 0,01 0,2 0,55 (0,24+0,090)
Massa de fruto 0 0,03 0,83 (0,14+0,112)

As estimativas dos componentes de variancia sdo importantes, pois
permite determinar o controle genético do carater e selecdo de materiais
potenciais (Santos et al. 2011). H& informacdes na literatura sobre estimativas de
componentes de variancia em populacdes de maracuja para producdo, bem
como, para caracteristicas dos frutos (Jung et al, 2008;. Goncalves et al., 2009a;.
Santos et al., 2011;. Silva et al., 2012).

Alguns autores tém reportado a importancia de obter estimativas de
herdabilidade para a cultura do maracujazeiro (Viana et al., 2004; Goncalves et
al., 2007, 2009a; Neves et al., 2011; Santos et al., 2011). A maior estimativa
observada no presente trabalho foi para SST (0,53+0,087). Para SST estimativas
moderadas para herdabilidade no sentido amplo foram observadas por Viana et
al. (2004) e Silva et al. (2012), com estimativas de 34,97 e 45,93%,
respectivamente. Considerando as demais estimativas, cinco das oito
herdabilidades estimadas apresentaram valores superiores a 0,40.

As herdabilidades no sentido restrito para a maioria das variaveis avaliadas
indicaram um nivel moderado, a baixo de controle genético, baseando na
classificacdo de Bhateria et al. (2006), de alto (0,50), moderado (0,30-0,50) e
baixo (<0,30). As baixas estimativas de herdabilidade para PT e MF podem ser
explicadas pela natureza poligénica dessas variaveis, que sdo altamente

influenciadas pelo ambiente.
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A herdabilidade para as variaveis PP e para MF tiveram 0s maiores erros
padrbes relativos para o parametro estimado, porém, o fator genético foi
significativamente diferente de zero quando testado pelo modelo reduzido (eq.1) e
pelo teste de razéo da verossimilhanca (dados ndo mostrados).

Silva et al. (2012), em um ciclo de selecdo recorrente que precede a
populacao avaliada no presente estudo, observaram estimativas de herdabilidade
de 0,39 para NF; 0,57 para DTF; 0,45 para DLF; 0,50 para EC e 0,46 para SST.
Valores divergentes eram esperados em relacdo ao presente trabalho, devido ao
uso do modelo post-hoc Row-Col para avaliacdo dos dados, e do REML para a
estimacao dos parametros genéticos.

Além da herdabilidade, as correlacdes tém grande importancia no processo
de melhoramento. Segundo Ramalho et al. (2008), a correlacdo € um parametro
estatistico que mede o grau de associacdo entre duas variaveis. Tal informacao
permite ao melhorista o conhecimento das mudancas que ocorrem em um carater
guando se realiza a selecdo em outro carater a ele correlacionado (Ramalho et al.
1993).

De acordo com Falconer (1987), caracteristicas correlacionadas sdo de
interesse, por trés razdes principais. Primeiramente, em conexao com as causas
genéticas de correlacdo, por meio da acédo pleiotrépica dos genes. Em segundo
lugar, em conexdo com as mudancas efetuadas pela selecdo, é importante
conhecer como o melhoramento de uma caracteristica pode causar mudancas
simultaneas em outras. Em terceiro lugar, em conexdo com a sele¢céo natural.

As analises multivariadas indicaram que somente quatro das correlacdes
genéticas obtidas foram significativamente diferentes de zero (Tabela 10).

O coeficiente de correlacdo genética entre PP e EC foi significativo
(P<0.01) e o mais elevado (-0,987+0,166) entre as combinacbes. Essa alta
correlacdo genética era esperada, pois frutos com maior conteudo de polpa
tendem a possuir menor espessura de casca, fato este objetivo dos programas de
melhoramento de maracujazeiro. Entretanto, a casca dos frutos € alimento
funcional valioso e importante subproduto das industrias de suco (Wong et al.
2014), devendo esse aspecto ser considerado.
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Tabela 10: Correlacdes genéticas estimadas (em negrito) com oS respectivos
erros (em parénteses) entre variaveis' de maracujazeiro-azedo.

NF PT MF DTF DLF PP EC SST

NF - 0,971* -0,155"™° -0,433"° -0,152"° 0,081™° 0,118"° 0,004"*
(0,035)  (0,391) (0,273) (0,273) (0,393) (0,299) (0,256)

PT - 0,196"° -0,285"° 0,308"°  -0,411™°  0,176"° 0,067"°
(0,436) (0,339) (0,332) (0,413) (0,389) (0,335)

MF - 0,707"° 0,966* -0,891™°  -0,028"°  0,295"°
(0,294) (0,182) (0,384) (0,441) (0,318)

DTF - 0,667™°  -0,316™° -0,180"°  0,195"°
(0,136) (0,311) (0,238) (0,201)

DLF - -0,913* 0,098 "° 0,111"°
(0,328) (0,229) (0,200)

PP - -0,987** 0,014"°
(0,166) (0,298)

EC - 0,362"°
(0,203)

SST -

WNF: nimero de frutos; PT: producdo total; MF: massa do fruto; DTF: diametro

transversal do fruto; DLF: diametro longitudinal do fruto; PP: porcentagem de polpa; EC:
espessura da casca; SST: teor de sélidos sollveis totais.

Deve ser mencionado que as correlagcdes genéticas sdo especificas para
ambientes e populacdes, e comparacdes com outros estudos sdo somente feitos
para uma apreciacdo da variacdo genética potencial da variavel. Assim, a
correlacao genética obtida entre PP e EC esta de acordo com as observacdes de
Oliveira et al. (2011). No entanto, baixo coeficiente foi reportado por Gongalves et
al. (2008a).

A variavel DLF apresentou correlacdo genética negativa (-0,913+0,328) e
significativa (P<0,05) com PP. A correlacdo negativa entre PP e DLF indica que,
selecionando frutos de maior didmetro longitudinal h4 uma reducao no teor de
polpa. Se a busca por conteudo de polpa nos frutos é objetivo dos programas de
melhoramento, frutos mais arredondados devem ser selecionados. Por outro lado
a variavel DLF apresentou uma correlacdo positiva (P<0,05) com MF, indicando
que frutos de maior massa possuem maior didametro longitudinal.

O coeficiente de correlacdo genética entre PT e NF (0,971+0,035) foi
significativo a 5% de probabilidade. A elevada e positiva correlacdo observada
entre PT e NF esta de acordo com as observacfes de Moraes et al. (2005), bem
como aos obtidos por Martins et al. (2003), para Passiflora alata Curtis. Essa alta
correlacdo implica que ndo é necessario avaliar ambas as caracteristicas para os
ciclos subsequentes e a de mais facil execu¢cdo, ou a menos onerosa, para a

mensuracao deve ser fenotipada. Por exemplo, melhoristas podem simplesmente
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contar o nimero de frutos em vez de avaliar a producédo, ja que a primeira opgao
€ mais eficiente e menos laboriosa do que uma colheita com posterior pesagem.
As variaveis DTF e SST apresentaram coeficientes de correlagcdo nao

significativos em todas as combinacdes obtidas.

3.3.4.2 Estrutura da populacéao

Os 10 locos SSR amplificaram um total de 29 alelos (Tabela 7), sendo um
minimo de dois alelos (PEO1, PE09, PE18 and PE64) e um maximo de seis
(PEO4), com uma média de 2,9+1.20 alelos por loco.

Os resultados observados, considerando o baixo numero de alelos,
evidencia a homogeneidade deste material. Reis et al (2012), avaliando dois
ciclos (ciclo O e ciclol) do programa de melhoramento de maracuja da UENF,
observaram 32 alelos em 13 microssatélites polimérficos, com uma média de 2,46
alelos por loco. Desses 32 alelos, 30 foram observados em ambos os ciclos
avaliados. Esse resultado pode ser explicado devido a baixa variabilidade das
populacbes originais, que eram variedades ja melhoradas, indicando que as
progénies avaliadas poderiam ter um histérico genético similar. Estes resultados
corroboram com a hipotese da existéncia de uma base genética estreita para as
cultivares comerciais disponiveis de maracuja (Viana et al., 2003;. Faleiro et al.,
2005; Ortiz et al., 2012).

Esses 29 alelos foram usados para inferir a estrutura genética da
populacdo de maracujazeiro em estudo. A analise da estrutura genética com uma
abordagem bayesiana mostrou que k=3 foi o nimero ideal de grupos genéticos
(K) que melhor ajustou, por apresentar o maior de AK (1597,1) seguindo a

inferéncia de Evanno et al. (2005) (Figura 2).
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Figura 2: Valores de delta K (AK) para os respectivos numeros de grupos (K).

Com uma probabilidade de adesdo de >0,75 o agrupamento bayesiano
indicou que as 81 progénies avaliadas foram agrupadas da seguinte forma: 35
progénies para o grupo 1, 20 progénies para 0 grupo 2 e 26 para o grupo 3
(Figura 3). Alguns individuos do grupo 1 e grupo 3 apresentaram probabilidade
mistas, e a maioria dos individuos foram atribuidos aos grupos de maior
confianca. Por outro lado, todos os individuos do grupo 2 foram atribuidos a este
grupo com uma alta probabilidade de adeséo.

1.00
0.80
0.60
0.40
0.20

0.00

Figura 3: Agrupamento pela inferéncia bayesiana de progénies de maracujazeiro-
azedo (k=3).

As médias fenotipicas para cada grupo genético foram calculadas e
testadas (teste Tukey 5%) (Figura 4).
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Figura 4: Cada barra corresponde ao valor médio de cada variavel fenotipica para
cada grupo genético inferido com o uso de marcadores SSR. Os dados das duas
repeticdes no campo foram considerados. Os erros de cada barra indicam o erro-

padrao.

Considerando o desempenho dos trés diferentes grupos observou-se
diferenca significativa entre grupos para as variaveis DLF, PP, EC e SST. Valores
superiores para as variaveis DLF (83,68mm), PP (43,41%) e EC (7,60mm) foram
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observados para o grupo 1, enquanto para SST o maior valor relativo (14,60%) foi
observado para o grupo 3. A diferenca entre os grupos pode indicar futuras
recombinacdes, objetivando a exploracdo da heterose para uma piramidacao de

alelos favoraveis para as caracteristicas de interesse (Silva et al. 2014).

3.3.5. CONCLUSOES

O conhecimento proporcionado pela natureza dos parametros genéticos
usando a metodologia REML/BLUP ira, sem duavida, contribuir para o
desenvolvimento de estratégias para a continuidade dos programas de
melhoramento do maracujazeiro.

O uso da técnica post-hoc blocking foi efetiva para a avaliacdo dos dados,
proporcionando estimativas mais precisas que as obtidas pelo delineamento em
blocos casualizados, podendo ser aplicada na avaliagdo dos dados nos ciclos
subsequentes do programa de maracujazeiro da UENF.

O presente trabalho revelou o comportamento da diversidade genética e a
estrutura da populacédo, proporcionando informacdo que pode ser utilizada no
programa de melhoramento em questdo para tomar estratégias considerando

futuros cruzamentos.
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