DESCRITORES MORFOLOGICOS E MARCADORES
MICROSSATELITES NA CARACTERIZACAO DE GERMOPLASMA
DE PASSIFLORA spp.

CLAUDIA LOUGON PAIVA

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE
DARCY RIBEIRO — UENF

CAMPOS DOS GOYTACAZES - RJ
ABRIL — 2013



DESCRITORES MORFOLOGICOS E MARCADORES
MICROSSATELITES NA CARACTERIZACAO DE GERMOPLASMA
DE PASSIFLORA spp.

CLAUDIA LOUGON PAIVA

Dissertacao apresentada ao Centro de Ciéncias
e Tecnologias Agropecuéarias da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro,
como parte das exigéncias para obtencédo do
titulo de Mestre em Genética e Melhoramento

de Plantas.

Orientador: Prof. Alexandre Pio Viana

CAMPOS DOS GOYTACAZES, RJ
ABRIL — 2013



DESCRITORES MORFOLOGICOS E MARCADORES
MICROSSATELITES NA CARACTERIZACAO DE GERMOPLASMA
DE PASSIFLORA spp.

CLAUDIA LOUGON PAIVA

Dissertacao apresentada ao Centro de Ciéncias
e Tecnologias Agropecuérias da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro,
como parte das exigéncias para obtencédo do
titulo de Mestre em Genética e Melhoramento
de Plantas.

Aprovada em 02 de abril de 2013

Comissao Examinadora:

Prof. Adésio Ferreira (D.Sc. Genética e Melhoramento de Plantas) - UFES

Profd. Telma Nair Santana Pereira (Ph.D., Plant Breeding) - UENF

Prof.2 Rosana Rodrigues (D.Sc., Producédo Vegetal) - UENF

Prof. Alexandre Pio Viana (D.Sc., Produgéo Vegetal) - UENF
(Orientador)



Y77 A ~ ~ .
LC/ béngdac do %/z/ww e que enriquece, ¢

" 1 -
nac acreéscenta dores. " @z 7022

VYR )
@7(’//( aventurade o homemn que acha a sabedoria, e ¢

S -
A(’V/lﬁﬁ?/ y[((f’ (lﬂ/y(([;ﬂﬁ 4 (‘1/‘7?/4(’{46777?/@/?/(/‘; i @ (3) / (3



DEDICATORIA

A meu Deus, que me guia e me concede sabedoria.
A minha mée, pela dedicagé&o e carinho.
A meu pai, pelo apoio e incentivo.

Dedico



AGRADECIMENTOS

A Deus, por me guiar pelo caminho do bem, pela sabedoria que me tem
concedido para enfrentar todas as dificuldades e por ter-me ajudado até aqui;

A Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro e ao Programa de
Genética e Melhoramento de Plantas, pela oportunidade de realizar o curso;

A Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), pela
concesséo da bolsa;

A Fundacdo Carlos Chagas Filho de Amparo & Pesquisa do Estado do Rio de
Janeiro, pelo auxilio financeiro durante o curso;

Ao Professor Alexandre Pio Viana, que aceitou me orientar, acreditou e confiou
em mim e me encorajou nos momentos mais dificeis, dizendo sempre que "se
fosse facil, todos fariam”. Sua descontracdo e animacao tornaram o ambiente de
trabalho prazeroso e saudavel,

A Professora Rosana Rodrigues, pelos seus ensinamentos, carinho, incentivos,
alertando-me sempre a fazer algo inovador, sendo um peixao seguido por muitos
peixinhos;

A Professora Telma Nair Pereira, pelos conselhos e conhecimentos que pude
adquirir;

Ao pesquisador Doutor Eder Jorge de Oliveira, da Embrapa Mandioca e
Fruticultura, que, com muita atengéo e carinho, respondeu todos os meus emails

e me auxiliou na compreensao dos dados moleculares.

iv



A técnica Vitéria Régia Melo de Almeida Miranda, pelos seus preciosos
ensinamentos e indicagcbes na area molecular, tornando este trabalho menos
arduo;

Ao técnico Antbnio Carlos que muito ajudou na conducdo do experimento em
casa de vegetacao;

A José Daniel Valle de Almeida, secretario da PGMP, que me auxiliou sempre,
com muita atencao;

Aos meus amigos-anjos que Deus colocou em minha vida nesta etapa: Eileen,
que me adotou como filha, fez-me companhia quando estava s6 e me ensinou
que as dificuldades sdo desafios durante a caminhada; e Raimundo Nonato que
me deu forca, ajudou efetivamente nos experimentos, encorajando-me sempre,
dizendo que “as adversidades despertam em nds capacidades que em
circunstancias favoraveis, teriam ficado adormecidas”. E nos momentos de
desénimo, ambos estavam ao meu lado, incentivando-me;

Aos amigos do laboratério que muito colaboraram com este trabalho: Jésie, Rulfe,
Daniele, Fernando Higino, Nayara, Silvana;

Aos amigos que fiz na UENF: Cintia Machado, Andréa Barros, Gislanne, Claudia
Roberta, Bianca, Veronica, Ligia,;

Em especial, a minha familia, pelo apoio e compreenséo ao longo dessa etapa,
compreendendo a razao da minha auséncia tantas vezes.

Ao meu pai, Luiz Claudio, pelo incentivo em todas as minhas decis0es, pelos
ensinamentos, enfatizando que a beleza da vida esta na simplicidade, e pelo
exemplo de determinacéo;

A minha mae, Marisa, pelo carinho, amor e cuidado, sempre ao meu lado; pelas
longas conversas ao telefone, sempre presente, apesar da distancia, pelas
palavras de conforto todas as vezes que o primer ndo amplificava, mesmo nao
sabendo do que se tratava, dizendo: “vai dar tudo certo”;

Aos meus irmaos, Leda e Saulo, pela companhia, amizade, carinho e acolhida na
volta pra casa;

A todos que sonharam junto comigo e acreditaram que esta realizacado seria

possivel.



SUMARIO

11 11V VIII
N 1 31 2 ¥ O P X
1. INTRODUGAO ...ttt ettt ettt ettt ettt et sete e sae s 1
2. OBUIETIVOS ... .ottt e et e e e e e e e e e s eeeaeeeeeaanes 3
2.1 OBUIETIVOS GERAIS ....oiitiiieeeitt e ettt e et e ettt e e e e et e e e e e et e e e e e ab e e e e eeaan s 3
2.2 OBJIETIVOS ESPECIFICOS ... iiiiiiiiiiiiiie ettt ettt e e e e e e eaaa s 3
REVISAO BIBLIOGRAFICA .......oiiiiiiiiiiieieieie st 4

3.1 GENERO PASSIFLORA: ORIGEM, TAXONOMIA E ASPECTOS BOTANICOS .............. 4
3.2  IMPORTANCIA DA CULTURA DO MARACUJA ......ccituiiiiiiiiiiee et eeat e e e 6
3.3 MELHORAMENTO MARACUJIAZEIRO ...ccuuuneiiiutiaaeeetiaeeeeettaaeeeesnnsaeeeesnnsaaeesnnnaaaeees 7
3.4 UTILIZACAO DE ESPECIES SILVESTRE DE MARACUJA . ..ottt 9
3.5 DIVERSIDADE GENETICA EM PASSIFLORA SPP....iiiiiiiiieiiiiieeeeeei e eeein e 12
3.5.1  MEtodo Ward-MLM...........uuuuumimiiiiiiiiiiiiiiiiennieeeenneeennesnneneeennenennan——.. 13

3.6 CARACTERIZACAO MOLECULAR DE PASSIFLORA ....cvitiiiitiiieeeeee e enen 14
3.7  UTILIZACAO DE MICROSSATELITE EM PASSIFLORAS .....ccviiviiiiiiiieceeeeeeeaen, 15
4, MATERIAL E METODOS.......couiiteiieeieeeeeeee ettt 19
4.1 GERMOPLASMA .....iiittiieetitte e e e eett s e e e eeaa e e e e eeta e e e e e et s e e e eeaa s eeaessnn e eeeesnnnaeaaees 19
4.2 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA ....uciitieeiieeeet e e e e e et e e e e e et e e eaaaeeeanaeeeaneees 20
4.2.1 ANAlISE EStAtiSHICA ... uuuuuuuriiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e nneennnnne 22
4.3 CARACTERIZACAO MOLECULAR ....cuititt ittt etteete e et es e ebssts e eb s aeeaeebseneeans 23
4.3.1 Extrac80 de DNA gENOMICO .....uuuuuuuuiuuiiiiiiiiiiiiiiniiininnninnnnnnnnnennnnnennnnennene 23



4.3.2 Otimizagao da reacdo de PCR ...t 24

4.3.3 ANAlISE StAtiSHICA ....uuuvueeiiiiiiiiiiiiii e 25

5. RESULTADOS E DISCUSSOES ......coooiieeceeceeeiecte et eve e 28
5.1 CARACTERIZAGAO MORFOLOGICA ....cetieeeiiiiiiiiiieieeaeeasesssssiseeeeeeeeesssnnsssnneeeeeeens 28
5.2 CARACTERIZACAO MOLECULAR ....uuiitieii e et e e et e e e et e e e e e e e e e a e e e e ens 36
S0 R € T=T o [0 1] o T= Vo [=] o 4 TSR 36
5.2.2 TransferibDilidade. ..........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 37
5.2.3 Diversidade GENEALICA ........uuuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiibie bbb 41

B.  CONCLUSOES ..ottt 49
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..., 50

vii



RESUMO

PAIVA, Claudia Lougon; MSc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro; Abril, 2013; Descritores morfolégicos e marcadores microssatélites na
caracterizacdo de germoplasma de Passiflora spp. Orientador: Alexandre Pio
Viana; Conselheiros: Telma Nair Santana Pereira e Rosana Rodrigues.

O maracujazeiro possui grande relevancia para o Brasil por apresentar
importancia social e econbmica. Esta fruteira é cultivada em quase todo o
territério brasileiro, pelo fato de o pais possuir condicbes edafocliméticas
favoraveis para o cultivo dessa fruta. Com isso, o Brasil se destaca na produc¢éo
mundial de maracuja, tendo producdo anual de aproximadamente 923.000 Mg.
Para ampliar a base genética dessa cultura, € de fundamental importancia que se
realizem estudos que possibilitem quantificar a diversidade genética do género
Passiflora. Dessa forma, o presente trabalho teve por finalidade caracterizar
acessos de Passiflora utilizando marcadores morfolégicos, quantitativos e
qualitativos, e marcadores microssatélites. Ao realizar a caracterizacdo de onze
espécies do género Passiflora com base em descritores morfolégicos, cinco
grupos foram formados. Esses possibilitaram uma clara separacao das espécies,
sendo possivel distinguir os subgéneros estudados. O grupo | alocou as espécies
P. suberosa, P. micropetala e P. pentagona, pertencentes aos subgéneros
Decaloba e Astrophea. O grupo Il reuniu P. setacea e P. mucronata. Os grupos Il
e IV foram constituidos de apenas uma espécie, P. cincinnata e P. gibertii,

respectivamente. Por sua vez, o grupo V agrupou as espécies P. caerulea, P.
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alata, P. edulis e P. coccinea. Nesta analise, os descritores morfologicos
relacionados a parte floral foram os que mais contribuiram para a quantificacdo da
variabilidade total. Os descritores morfolégicos demonstraram uma ampla
diversidade genética e alta similaridade com a classificacdo botanica atualmente
aceita para o género Passiflora, sendo possivel também estimar a distancia
genética entre as espécies estudadas. A analise da diversidade também foi
verificada por marcadores microssatélites. Para esta andlise, foi verificada a
amplificacdo cruzada dos microssatélites, sendo testados 28 iniciadores e apenas
12 foram transferidos para a maioria das espécies. Nesta analise, foi encontrado
um baixo numero de alelos, variando de dois a cinco alelos por loco. A média da
heterozigosidade esperada foi de 0,57 e a heterozigosidade observada obteve
meédia de 0,52, o que ja era esperado para populacdes alogamas. Os marcadores
microssatélites também encontraram ampla variabilidade genética entre os
acessos de Passiflora. Este conhecimento possibilita ao melhorista explorar a

diversidade, transferindo alelos favoraveis encontrados em espécies silvestres.



ABSTRACT

PAIVA, Claudia Lougon; MSc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro, in April, 2013; Morphological descriptors and microssatellite markers in
germoplasm characterization of Passiflora spp. Advisor: Alexandre Pio Viana;
Committe Membrers: Telma Nair Santana Pereira and Rosana Rodrigues.

The passion fruit has great relevance to Brazil for presenting social and
economic importance. This crop is cultivated in almost all Brazilian territory, by the
fact that country has edaphoclimatic conditions favorable for the cultivation of this
fruit. With that Brazil stands out in world production of passion fruit, with annual
production of approximately 923,000 Mg. To expand the genetic base of this crop
is of critical importance to conduct studies that allow to quantify the genetic
diversity of the genus Passiflora. Thus the present study aimed to characterize
accessions of Passiflora using quantitative and qualitative morphological markers
and microsatellite markers. By performing the characterization of eleven species of
the genus Passiflora based on morphological descriptors five groups were formed.
They allowed a clear separation of the species and can distinguish subgenres
studied. The group | allocated the species P. suberosa, P. micropetala and P.
pentagona belonging to the subgenus Decaloba and Astrophea. Group Il brought
together P. setacea and P. mucronata. The group Ill and IV consisted of only one
species, P. cincinnata and P. gibertii, respectively. In turn, the group V grouped
the species P. caerulea, P. alata, P. edulis and P. coccinea. In this analysis the
morphological descriptors related to the floral part were the main contributors to
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the quantification of the total variability. The morphological descriptors showed a
wide genetic diversity and high similarity with the currently accepted botanical
classification for the genus Passiflora, being also possible to estimate the genetic
distance between the studied species. A diversity analysis was also verified by
microsatellite markers. For this analysis, was verified cross-amplification of the
microsatellite, were tested 28 primers and only 12 were transferred for most
species. In this analysis were found a low number of alleles ranging from two to
five alleles per locus. The mean of the expected heterozygosity was 0.57 and the
observed heterozygosity obtained mean of 0.52, which was expected to
allogamous populations. Microsatellite markers also found large genetic variability
among accessions of Passiflora. This knowledge enables the breeder to explore

the diversity transferring favorable alleles found in wild species.
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1. INTRODUCAO

O género Passiflora relne as espécies conhecidas como maracujas. Este
género, pertencente a familia Passifloraceae, € o mais importante da familia por
possuir espécies que tém valor econbmico e por conter o maior numero de
espécies (Milward-de-Azevedo e Baumgratz, 2004). Cerca de 530 espécies
pertencem a este género; destas, aproximadamente 150 sao originarias do Brasil,
0 que o torna um dos maiores centros de diversidade genética do género (Cervi,
2006). Isto coloca o pais em uma posicdo privilegiada quanto aos recursos
genéticos deste género que podem ser usados nho melhoramento genético.

Embora o Brasil possua cerca de um terco das espécies deste género,
apenas duas delas sdo exploradas comercialmente: Passiflora edulis (maracuja-
azedo) e P. alata (maracuja-doce) (Bernacci et al., 2003), sendo cerca de 90% da
producdo constituida pelo maracuja-azedo (Meletti et al., 2005). Outras espécies
também possuem importancia econémica, porém sao comercializadas apenas em
regides restritas. A América do Sul concentra os principais paises produtores de
maracuja, sendo o Brasil o maior produtor mundial dessa cultura (Meletti et al.,
2011).

A cultura do maracujazeiro € utilizada na alimentacdo, como planta
medicinal, uma vez que muitas espécies produzem compostos fitoterapicos, e
ornamentais devido a exuberancia que as flores desse género possuem. No
entanto, apesar de sua importancia, a quantificacdo e a exploragdo da

variabilidade dessa cultura ainda sao incipientes.



Estudar a diversidade genética é uma atividade de grande relevancia para
o melhoramento de plantas e para a conservacao de muitas espécies. Por meio
desse conhecimento, € possivel identificar genotipos contrastantes, com
caracteristicas de interesse, como fontes de resisténcia a doencas e alta
produtividade, a fim de realizar cruzamentos promissores, para serem utilizados
em programas de melhoramento (Cruz e Carneiro, 2006).

A diversidade genética pode ser verificada pelo uso de diversos tipos de
descritores, entre os quais, destacam-se o0s morfoagrondmicos, citologicos,
bioguimicos, fisiolégicos e moleculares (Cruz e Carneiro, 2006). Os descritores
morfolégicos sdo baseados em caracteres de facil detec¢cdo e mensuracdo, com
pouca influéncia ambiental e alta herdabilidade. A caracterizacdo morfolégica da
cultura do maracujazeiro tem por base a lista de descritores morfolégicos e
agrondmicos, proposta pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(MAPA) para protegcdo de cultivares. (Mapa, 2008). Estudos de diversidade
utilizando marcadores morfolégicos tém sido realizados a fim de quantificar a
variabilidade genética entre os acessos de espécies do género Passiflora
(Crochemore et al., 2003; Tangarife et al., 2009).

Os marcadores moleculares muito tém contribuido para a caracterizacao
de germoplasma, ja que sao capazes de localizar diferencas significativas em
nivel de DNA. Com os marcadores moleculares, a caracterizacdo pode ser
realizada em uma maior velocidade, qualidade e em larga escala (Varshney et al.,
2005). Esses podem estimar a alteracdo na frequéncia alélica, a perda ou fixacdo
de alelos e a variabilidade genética da populacéo.

Dentre os tipos de marcadores moleculares, os microssatélites sdo os que
mais se destacam no estudo da diversidade genética. Isto se deve ao fato de
serem codominantes, multialélicos, polimérficos e reproduziveis, sendo possivel
gerar um alto contetudo informativo (Schittterer, 2004). Essas propriedades
tornam os microssatélites ideais para verificar as diferencas alélicas entre os
genotipos e estimar a variabilidade genética. No entanto, estudos de diversidade

genética utilizando marcadores microssatélites ainda séo incipientes.



2. OBJETIVOS

2.1  Objetivos Gerais

Caracterizar acessos de espécies do género Passiflora por meio de
descritores morfolégicos e por marcadores microssatélites, quantificar a
variabilidade genética e conhecer as relacdes entre as espécies.

2.2 Objetivos Especificos

e Quantificar a diversidade genética entre as espécies via descritores
morfolégicos quantitativos e qualitativos, com o uso da técnica de Ward-
MLM;

e Analisar a amplificacdo cruzada de iniciadores heter6logos para as
espécies do género Passiflora;

e Avaliar a variabilidade genética por meio de marcadores microssatélites;

e Estimar a distdncia genética, no ambito molecular, entre as espécies
estudadas.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Género Passiflora: Origem, taxonomia e aspectos botanicos

O género Passiflora pertence a familia Passifloraceae que € constituida por
18 géneros e cerca de 630 espécies (Milward-de-Azevedo e Baumgratz, 2004).
Este € o que possui maior relevancia na familia, por alocar o maior numero de
espécies, cerca de 530 espécies, e por muitas dessas possuirem importancia
econdmica.

De acordo com Muschner et al. (2012), a familia Passifloraceae seguiu o
cenario biogeografico proposto para varios grupos de plantas, que tiveram origem
na Africa, atravessando a Europa e Asia, e chegaram ao Novo Mundo por meio
de pontes de terra. Os resultados obtidos, nestes estudos, indicaram que as
espécies do género Passiflora, ao chegarem a América Central, sofreram uma
rapida diversificacdo. Dessas, cerca de 150 espécies se diversificaram no
territério brasileiro, sendo 87 endémicas do Brasil, 0 que o torna centro de
diversidade genética do género (Cervi et al., 2010).

O género Passiflora € constituido de plantas trepadeiras herbaceas ou
arbustivas, raramente eretas. Em geral, possuem caule cilindrico ou
quadrangular, ramificado, anguloso, suberificado, glabro ou piloso (Vanderplank,
2000). As espécies do género Passiflora possuem uma enorme variacao
fenotipica, em especial nas folha, sendo esta uma estratégia de escape contra o
ataque de borboletas (Deginani, 2001; Padua, 2004; Feuillet e Macdougal, 2007).

Essas podem ser alternadas, simples ou compostas, inteiras ou lobadas e de



forma variavel, de margem inteira ou serrilhada. E possivel observar glandulas
nectariferas, no peciolo, na margem da bractea ou na parte dorsal da folha
(Feuillet e Macdougal, 2007; Nunes e Queiroz, 2007; Cervi et al., 2010). A
presenca de bracteas € uma caracteristica marcante na maioria das espécies,
com excecdo de algumas do subgénero Decaloba. A posicdo, tamanho e forma
das bracteas sdo caracteristicas importantes para a separacdo taxonémica de
géneros (Vanderplank, 2000).

As flores do género Passiflora sdo hermafroditas e possuem Varios
mecanismos que impedem a autofecundacdo, dentre estes, o sistema de
autoincompatibilidade do tipo esporofitico (Suassuna et al. 2003). Existe uma
grande variacdo tanto na forma como na coloracdo das flores do género
Passiflora, que pode variar do vermelho intenso ao branco. Ainda em relacéo as
flores, essas se caracterizam por possuirem cinco sépalas, na maioria das vezes
verdes nas bordas e coloracdo intensa na porcdo central, e cinco pétalas
membranaceas que surgem sobre a margem do tubo do calice (Vanderplank,
2000; Ulmer e Macdougal, 2004). As pétalas se alternam com as sépalas sendo
aquelas, geralmente, menores e mais finas do que as sépalas (Vanderplank,
2000; Cervi, 2006).

A presenca de uma corona de filamentos é outra caracteristica marcante
nesta da familia Passifloraceae. A corona possui cor e forma variaveis, e se
encontra entre o androginéforo e o perianto. Esta é constituida de uma fina
membrana que forma algumas séries de simples filamentos, habitualmente
bandeados horizontalmente com diversas cores (Ulmer e Macdougal, 2004). Da
parte central da flor, emerge o androgindforo, que tem por funcdo elevar o
gineceu e o androceu em relacdo ao anel nectarifero, e possui cinco estames e
trés estigmas (Deginani, 2001).

Os frutos do maracujazeiro tém forma ovoide ou globosa, raramente
fusiforme, com polpa mucilaginosa, com coloracdo amarela, vermelha ou roxa. A
casca € coriacea, quebradica e lisa, protegendo o mesocarpo, no interior do qual
estdo as sementes (Bernacci et al.,, 2008). As sementes s&do ortodoxas ou
ortodoxas intermediarias, comprimidas, reticuladas, pontuadas  ou
transversalmente alveoladas, envolvidas por um arilo mucilaginoso (Nunes e
Queiroz, 2001).



A organizacao sisteméatica desta familia se iniciou com o trabalho de Killip
(1938) intitulado The American Species of Passifloraceae, em que propds a
subdiviséo do género Passiflora em 22 subgéneros. MacDougal e Feuillet (2004),
contestando esta classificacdo, propuseram uma reorganizacao taxondmica deste
género, e agruparam as espécies em apenas quatro subgéneros: Astrophea,
Decaloba, Deidamioides e Passiflora. Ambas as classificacbes foram baseadas
exclusivamente em caracteres morfolégicos, especialmente na avaliacdo da
estrutura floral.

A classificag&o proposta por Killip (1938) é contestada também por analises
filogenéticas baseadas em sequéncias génicas. Muschner et al. (2003) realizaram
0 primeiro estudo taxonémico do género, em que genes nucleares, cloroplastidiais
e mitocondriais foram utilizados no estudo. Neste trabalho, foram representados
11 subgéneros, de acordo com a classificacdo de Killip (1938), sendo estes
agrupados em trés clados bem definidos - Astrophea, Decaloba e Passiflora.
Todavia, este trabalho n&o pdde elucidar a monofilia do género Passiflora, ficando
a posicao do subgénero Deidamioides indefinida.

Hansen et al. (2006) realizaram um trabalho utilizando 136 espécies do
género Passiflora, sendo representados 17 dos 22 subgéneros (Killip, 1938) com
a utilizacdo de dois marcadores plastidiais. Este estudo também concordou com a
nova organizacao taxondmica proposta por MacDougal e Feuillet (2004), no qual
obtiveram quatro grandes clados correspondentes aos subgéneros Astrophea,
Decaloba, Deidamioides e Passiflora. No entanto, a relacdo entre esses grupos
nao foi esclarecida, oscilando de acordo com o marcador utilizado.

Muschner et al. (2012), com o objetivo de avaliar a distribuicdo
biogeografica do género Passiflora, para melhor entendimento da sua histéria
evolucionaria, conseguiram confirmar a monofilia do género, analisaram 106

espécies silvestres, utilizando marcadores plastidiais e nucleares.

3.2 Importancia da cultura do maracuja

A cultura do maracuja possui grande importancia no setor agricola,
devido a alta produtividade, aceitacdo no mercado mundial e a diversificada
utilizagdo. Este pode ser utilizado na industria de cosméticos, para fins

medicinais, ornamentais e alimentares (Meletti, 2011). As folhas, flores, raizes e



frutos sdo utilizados para fins medicinais a fim de combater varias doencas
(Costa e Tupinanba, 2005). O uso das passifloras para a ornamentacdo se
deve ao fato de suas flores possuirem formas e cores peculiares que chamam
atencdo, sendo inseridas no cenario do agronegécio de plantas ornamentais
(Abreu et al., 2009). No entanto, o cultivo do maracujA se destina
principalmente para a alimentagdo, sendo utilizado como fruta fresca ou
industrializado, como sucos, sorvete, doces, licores e geleias (Meletti, 2011).

O Brasil € o maior produtor mundial de maracuja, com producéo anual de
aproximadamente 920.000 Mg e uma éarea colhida de cerca de 62.000 ha,
possibilitando a geracdo de mais de 200 mil empregos diretos e indiretos. O
Nordeste e o Sudeste sdo as regides que apresentam a maior producdo de
maracuja, com 699.242 Mg e 127.413 Mg, respectivamente, destacando—se 0s
Estados da Bahia, Ceard, Espirito Santo, Minas Gerais (IBGE, 2011). O destaque
do Brasil, no cenéario mundial, para a cultura do maracuja, deve-se ao fato de o
pais possuir condi¢cdes edafoclimaticas ideais para o cultivo do maracujazeiro,
visto que este se desenvolve melhor em regifes tropicais e subtropicais. A alta
umidade relativa do ar e a alta luminosidade, isto é, um fotoperiodo superior a
1lhoras de luz s@o algumas das exigéncias para o plantio desta cultura (Costa,
2008), as quais sao encontradas facilmente em paises de clima tropical.

O maracuja-azedo (Passiflora edulis) e o maracuja-doce (P. alata)
constituem as espécies de maior importancia econémica no Brasil, com cerca de
90% da éarea plantada ocupada pelo primeiro (Meletti et al., 2005). Além dessas
espécies, é possivel citar outras espécies do género Passiflora que possuem
importancia econdémica, como ‘maracuja-melado’ (Passiflora quadrangularis L.),
‘maracuja-suspiro’ (Passiflora nitida HBK), ‘maracuja-azul’ (Passiflora caerulea),
‘maracuja-peroba’ (Passiflora laurifolia), ‘maracuja-do-mato’ (Passiflora cincinnata
Mast) e ‘maracuja-do-sono’ (P. setdcea DC). Porém estas espécies sdo

comercializadas apenas em algumas regides (Meletti et al., 2005).

3.3 Melhoramento do Maracujazeiro

O melhoramento do maracujazeiro pode seguir varias vertentes em fungao

da regido e da parte da planta a ser considerada, como flor, folha e fruto.



As flores de Passiflora despertam interesse pela sua beleza exdtica com
formatos e cores impares (Abreu et al., 2009). Cruzamentos interespecificos tém
sido realizados a fim de obter flores com formato e cores peculiares, sendo
destinada para a utilizacdo na linha do agronegécio de plantas ornamentais
(Santos et al., 2011a). J& as folhas, raizes e frutos possuem importancia no uso
medicinal, sendo utilizadas no tratamento de diferentes enfermidades, por
exemplo, verminoses, tumores gastricos e estresse, fazendo parte do
conhecimento tradicional associado a cultura de diferentes povos (Costa e
Tupinamba, 2005; Gosmann et al., 2011). Neste sentido, outro enfoque, ainda
incipiente, do melhoramento genético do maracujazeiro se aplica a selecdo de
plantas produtoras de folhas maiores, que possuam maior concentracdo de
passiflorina para uso na industria farmacéutica (Meletti et al., 2005).

No entanto, no Brasil, o melhoramento desta cultura esta diretamente
associado ao fruto, visando ao aumento da produtividade, qualidade do fruto e
resisténcia a doencas (Viana et al., 2005; Meletti, 2011). Para um aumento da
produtividade, caracteristicas como peso e numero de frutos sdo as mais
importantes a serem melhoradas (Viana et al., 2004). Dessa forma, o
melhoramento genético que visa a qualidade do fruto deve direcionar seus
objetivos ao mercado ao qual o fruto se destina, seja 0 mercado in natura ou para
a industria de sucos (Bruckner et al., 2002). Para o mercado in natura, devem-se
priorizar frutos grandes e ovais, a fim de se obter boa aceitagdo comercial. Por
outro lado, a industria de sucos visa ao maior rendimento da polpa, mais acidez,
coloracdo constante e ao alto teor de solidos soluveis (Gomes et al., 2006).

No maracujazeiro, € possivel utilizar varios métodos de melhoramento,
como introducdo de plantas, selecdo massal e selecdo com teste de progénies
(Bruckner, 2005). Outro método de melhoramento que pode ser utilizado no
melhoramento do maracujazeiro é a selecdo recorrente, que visa ao aumento de
alelos favoraveis na populagdo para a caracteristica de interesse, com a
manutencdo da variabilidade e, consequentemente, ao aumento dos ganhos
genéticos. Mesmo diante das vantagens da selecéo recorrente como método de
melhoramento intrapopulacional associado as ferramentas biométricas, seu uso
tem sido limitado na cultura do maracujazeiro (Reis et al., 2011).

O programa de melhoramento do maracujazeiro da Universidade Estadual
do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) tem utilizado a selecao recorrente



intrapopulacional a fim concentrar caracteristicas favoraveis. Este programa teve
inicio com a coleta inicial de varios genétipos em trés regides produtoras do Rio
de Janeiro e a caracterizacao por meio de descritores agronémicos (Viana et al.,
2004). Com base nesse estudo, verificaram-se, nesses genotipos, grande
variabilidade e alta herdabilidade para as caracteristicas como o niumero de frutos
e 0 comprimento de fruto.

Goncalves et al. (2007) verificaram que caracteristicas importantes
agronomicamente possuiam predominancia de acdo génica aditiva, sendo
sugerida a selecao recorrente para a populacdo de maracujazeiro-azedo. Silva et
al. (2009) conduziram o primeiro ciclo de selecdo recorrente, com avaliacdo de
140 progénies de maracuja-azedo e selecdo de 30 melhores progénies. O
segundo ciclo de selecédo recorrente foi iniciado por Silva e Viana (2012), no qual
os individuos selecionados foram obtidos de cruzamentos dirigidos, envolvendo
as 30 progénies selecionadas anteriormente. A nova populacéo foi constituida por
108 progénies de irmaos completos, que estdo sendo avaliadas em dois
ambientes, Campos dos Goytacazes-RJ e Itaocara-RJ. No trabalho de Silva e
Viana (2012), foram avaliadas 11 caracteristicas agrondmicas, sendo possivel
encontrar, nas principais caracteristicas de interesse, médias superiores as das
testemunhas e um alto coeficiente de herdabilidade para peso médio do fruto, o
gue mostra que o método utilizado foi eficiente para a cultura. Reis et al. (2011)
verificaram uma pequena perda de variabilidade genética nesses dois ciclos de
selecdo recorrente, sendo verificada via marcadores microssatélites. No entanto,
esta oscilacdo pode ser considerada normal ao realizar a selecédo, sendo possivel

dar continuidade ao programa.

3.4 Utilizacao de espécies silvestres de maracuja

O Brasil, considerado centro de diversidade das passifloras, possui ampla
variabilidade genética, sendo esta fundamental para o sucesso de qualquer
programa de melhoramento genético de uma espécie (Ganga et al., 2004). Essa
diversidade de espécies silvestres de maracuja no Brasil oferece um potencial a
ser explorado, sendo um campo de pesquisa promissor em varias vertentes do

melhoramento de plantas.
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As espécies silvestres de Passiflora possuem caracteristicas de interesse
para a cultura do maracuja como longevidade, adaptagdo as condi¢ges climaticas
adversas, periodo de florescimento ampliado, maior concentracdo de
componentes quimicos de interesse para industria farmacéutica e cosmética e
resisténcia a doencas. Esta Ultima se constitui em um dos principais objetivos dos
programas de melhoramento do maracujazeiro (Junqueira et al., 2006).

As doencas que atingem o0 maracujazeiro afetam diretamente a
produtividade e a qualidade do fruto. A bacteriose (Xanthomonas axonopodis pv.
passiflorae) e a virose do endurecimento do fruto (Cowpea aphid-borne mosaic
virus — CABMYV) sdo algumas das causas de perdas totais dessa cultura. Espécies
como P. cincinnata, P. caerulea, P. incarnata, P. maliformis, P. foetida, P. nitida,
P. quadrangularis e P. setacea tém sido indicadas como potenciais fontes de
resisténcia para o combate de muitas doencas que atingem 0O maracujazeiro
(Junqueira et al., 2005).

Em relagéo a bacteriose, diversas espécies silvestres de Passiflora foram
consideradas resistentes ou tolerantes, como P. actinia, P. odontophylla, P.
serrato-digitata, P. gibertii, P. caerulea, P. morifolia, P. mucronata, P. tenuifila e
alguns acessos de P. edulis e P. nitida, que apresentaram resisténcia aos
isolados do Distrito Federal (Junqueira et al., 2005).

O virus CABMV, um dos principais problemas na cultura do maracuja, foi
estudado por Maciel et al. (2009), que realizaram um screening com 16 espécies
de passifloras nativas. Este trabalho objetivou verificar a reacdo dessas espécies
quanto a virose do endurecimento dos frutos, sendo possivel verificar a
resisténcia de P. suberosa aos quatro isolados brasileiros do CABMV avaliados, e
P. setacea se mostrou resistente ao isolado encontrado no Estado do Rio de
Janeiro e de Sao Paulo. Assim, hibridacfes interespecificas dessas espécies com
0 maracujazeiro-azedo (P. edulis) podem vir a contornar o problema de
resisténcia ao isolado, com a transferéncia de alelos resistentes.

O uso das espécies silvestres resistentes como 0 porta-enxerto € outra
forma de controlar os problemas relacionados aos patdgenos do solo. Estudos
verificaram a resisténcia de P. caerulea, P. nitida, P. laurifolia e de alguns acessos
de P. suberosa, P. alata, P. coccinea, P. gibertii, P. actinia quanto a morte
precoce e a fusariose (Fusarium solani) (Junqueira et al., 2005; Chaves et al.,

2004). A enxertia de P. nitida em clones de maracujazeiro-amarelo obteve maior
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resisténcia a antracnose (Colleototrichum gloeosporioides), fusariose (Fusarium
solani) e a virose do endurecimento dos frutos, o que mostra o potencial dessa
espécie como porta-enxerto (Junqueira et al., 2006; Junqueira et al., 2007).

A identificacdo de genotipos que possuam genes de resisténcia a algum
tipo de doenca ou patdgeno pode ser feita com a utilizacdo de marcadores
moleculares analogos a genes de resisténcia (RGAs - Disease Resistance Gene
Analogs). Esses marcadores sdo constituidos de sequéncias conservadas,
presentes na maioria dos genes de resisténcia (Leister et al., 1996). Paula et al.
(2010) avaliaram espécies de Passiflora (P. setacea, P. nitida, P. serratodigitata,
P. caerulea, P. gibertii, P. odontophyla, P. edulis, P. coccinea e P. setacea x P.
coccinea), utilizando RGAs, a fim de verificar a similaridade entre as espécies
estudadas e a existéncia de possiveis genes de resisténcia. Foi encontrado um
grande repertério de marcadores do tipo RGA em Passiflora, sendo possivel
utiliza-los, para caracterizagdo molecular de germoplasma, em programas de
melhoramento genético visando a resisténcia a doencas nesta cultura.

Atender as exigéncias do mercado consumidor € outra vertente do
melhoramento genético. Dessa forma, avaliar caracteres importantes em espécies
silvestres, em especial os aspectos fisico-quimicos, € fundamental no que se
refere a qualidade do fruto. Estudos nesse sentido estdo sendo realizados com
gendtipos de P. cincinnata (Souza, 2012), P. alata (Martins, 2003; Alves, 2012) e
P. setacea (Cerqueira-Silva et al., 2009).

Dessa forma, para que a variabilidade genética presente no género
Passiflora seja utilizada da melhor maneira, € necessario que haja uma efetiva
caracterizacdo e avaliacdo, tanto morfolégica quanto molecular. A¢bes que
contribuam para a conservagao e caracterizagcdo de alelos importantes, presentes
nestas espécies, sao de grande importancia para o melhoramento genético.
Nesse sentido, diversos trabalhos estdo sendo registrados no que se refere a
caracterizagdo morfoldgica, reprodutiva, citogenética, fisioldgica e molecular de
especies silvestres, contribuindo, assim, para sua conservagéo, (Meletti et al.,
2003; Bellon et al., 2007; Junqueira et al., 2007; Tangarife et al., 2009; Belllon et
al., 2009; Castro et al., 2012; Ortiz et al., 2012; Cerqueira-Silva et al., 2012a).
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3.5 Diversidade genética em Passiflora spp.

A diversidade genética expressa a diferenca entre as frequéncias alélicas
das populagcbes (Falconer, 1987) que pode ser estimada por intermédio de
diversos marcadores, como os descritores morfoagrondémicos, fisioldgicos,
bioquimicos e moleculares (Amaral Junior et al., 2010). O estudo da diversidade
consiste em uma atividade importante tanto para o melhoramento de plantas
quanto para a conservacdo de muitas espécies. Este permite descrever e
diferenciar acessos, 0 que permite identificar gendtipos contrastantes a fim de
realizar cruzamentos promissores e encontrar fontes de resisténcias a doengas
(Cruz e Carneiro, 2006).

A quantificacdo da variabilidade genética pode ser estimada por meio de
andlises multivariadas que se baseiam nas diferencas entre os acessos. Estas
permitem analisar multiplas informag6es de um conjunto de caracteres, extraidas
das unidades experimentais (Fonseca et al., 2004). As analises multivariadas tém
sido utilizadas para estimar a divergéncia genética, verificar os gendtipos mais
contrastantes e até mesmo identificar duplicatas em bancos de germoplasma
(Cruz e Carneiro, 2006).

Para realizar essas analises, sdo utilizadas diversas distancias genéticas,
como a Distancia Euclidiana, Distancia de Mahalanobis, Coeficiente de
Similaridade Nei e Li e a Distancia de Gower (Cruz e Regazzi, 2004). A ultima é
usada quando se estudam, em conjunto, caracteristicas binarias, qualitativas e
guantitativas. Pelos métodos de agrupamento, é possivel classificar os genotipos
em varios grupos, de acordo com o critério de similaridade ou de dissimilaridade,
de forma que haja homogeneidade dentro dos grupos e heterogeneidade entre os
grupos. (Cruz e Carneiro, 2003). Os métodos de agrupamento podem ser
subdivididos em hierarquicos (vizinho mais préximo, vizinho mais distante, Ward,
UPGMA - Unweighted Paired Group Method Using Averages) e de otimizacao
como o Método Tocher, por exemplo (Cruz e Regazzi, 2004).

As analises multivariadas tém sido empregadas em diversos estudos de
diversidade em espécies do género Passiflora. Santos et al. (2011b) realizaram
cruzamentos interespecificos a fim de obter hibridos com potencial ornamental.
Este trabalho utilizou a distancia euclidiana e as analises de componentes

principais, baseadas em caracteres morfologicos, para verificar a variabilidade e a
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distancia genética entre os genitores e os hibridos. Ao quantificar a variabilidade
genética entre onze espécies do género Passiflora, por meio de caracteres
morfoagronémicos, Crochemore et al. (2003a) também utilizaram a distancia
euclidiana e os componentes principais, sendo o0s acessos agrupados pelo
método de UPGMA. Neste estudo, foi encontrada grande variabilidade genética
entre as espécies, no entanto, foi pequena a divergéncia encontrada entre os
acessos de P. edulis.

Araujo et al. (2008) utilizaram descritores morfolégicos para delinear a
variabilidade da colecdo de germoplasma de P. cincinnata mantida pela Embrapa
Semiarido. Para a andlise dos dados, foi empregada a técnica de agrupamento de
Tocher, tendo como medida de dissimilaridade as distancias generalizadas de
Mahalanobis. Foi encontrada uma grande variabilidade entre os acessos. Castro
et al. (2012), para caracterizar genoétipos de P. edulis, selecionaram descritores
morfolégicos minimos para diferenciar variedades de maracuja. Este resultado foi
obtido por meio da analise de componentes principais, com a qual foram
indicados 22 dos 28 descritores analisados para a caracterizacdo de P. edulis,
com alta contribuicdo na variagéo total.

Assim, varios métodos multivariados podem ser aplicados, dependendo do
objetivo do estudo e da experiéncia do pesquisador que podera optar pela técnica

mais adequada aos dados.

3.5.1 Método Ward-MLM

Utilizar métodos estatisticos que sejam capazes de analisar caracteres
quantitativos e qualitativos em conjunto, a fim de caracterizar o germoplasma, é
de grande relevancia, visto que, dessa forma, é possivel utilizar toda a informacao
disponivel dos acessos. O método Ward-MLM (Modified Location Model) € uma
das técnicas que possibilita essa analise (Franco et al., 1998; Franco et al., 2001).

Tal técnica é realizada em duas etapas, em que, primeiramente, 0S grupos
sao definidos pelo método de agrupamento Ward (Ward Junior, 1963), por meio
da matriz de dissimilaridade de Gower (Gower, 1971) e, logo em seguida, a média
do vetor da variavel quantitativa para cada subpopulacdo, independente dos
valores das variaveis multicategoricas, é estimada pelo procedimento MLM. A

estratégia ainda permite a definicdo do numero 6timo de grupos, com o calculo da
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melhor subdivisdo com alta precisdo. Assim, essa abordagem identifica, de forma
fidedigna, a melhor probabilidade de cada acesso se alocar em grupos
especificos (Goncalves et al., 2009).

Mesmo com todas essas vantagens, poucos sao os trabalhos que utilizam
essa técnica. Padilla et al. (2007), para melhor caracterizar uma colecdo de
cultivares de couve, realizaram uma comparacdo de quatro métodos de
agrupamento, sendo o Ward-MLM mais eficaz, por criar grupos distintos e
identificar gendtipos redundantes. Pereira et al. (2012) avaliaram a divergéncia
entre diploides de bananeira, com base em dados morfologicos, agronémicos e
moleculares, utilizando o método de Ward MLM. Cabral et al. (2010) analisaram a
variabilidade genética entre acessos de feijoeiro, também usando a estratégia
Ward-MLM. Sudré et al. (2010) quantificaram a variabilidade genética em
Capsicum spp., por meio de dados morfologicos e agrondémicos, sendo
empregado o método Ward-MLM. No entanto, ndo h& relatos de estudos que
avaliem a diversidade genética no género Passiflora deste procedimento

estatistico.

3.6 Caracterizacdo molecular de Passiflora

A caracterizacdo de germoplasma consiste na observacdo, mensuracao e
documentacdo de caracteristicas herdaveis que se expressem em todos
ambientes (Vicente et al., 2005). Esta caracterizacdo, quando bem conduzida, é
capaz de diferenciar acessos, identificar duplicatas, separar classes ou
categorias, verificar a variabilidade existente e indicar gendtipos mais divergentes
(Valls, 2007). Descritores morfolégicos (Castro et al., 2012), dados agrondmicos e
citologicos (Meletti et al., 2003) tém sido utilizados para caracterizar colecdes de
germoplasma de espécies do género Passiflora. O namero de polimorfismos
limitado, a influéncia ambiental em alguma caracteristica e o tempo gasto, em
especial em espécies perenes como 0 maracuja, sao algumas das limitagcdes dos
marcadores morfoagronémicos e citologicos (Faleiro, 2007).

Os marcadores moleculares possuem numero de polimorfismo ilimitado,
nao sofrem influéncia ambiental e podem ser utilizados em qualquer estagio da
planta. A aplicacdo desses marcadores tem complementado a caracterizagéo dos
bancos de germoplasma, proporcionando acessar informacfes quanto ao DNA
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(Faleiro, 2007). Os marcadores moleculares, em especial os baseados em PCR,
tém sido utilizados em varios estudos envolvendo o género Passiflora.

Viana et al. (2003) utilizaram marcadores RAPD para estimar a diversidade
de Passiflora spp., ndo sendo encontrada uma expressiva variabilidade
intraespecifica na analise dos acessos de P. edulis. No entanto, ao avaliarem
espécies silvestres deste género, foi verificada ampla base genética. Cerqueira-
Silva et al. (2012a) encontraram vasta variabilidade genética ao avaliar genotipos
de P. setacea utilizando marcadores RAPD. Bellon et al. (2009) também
utilizaram marcadores do tipo RAPD para estimar a variabilidade de acessos de
P. alata, e verificaram que os acessos silvestres foram os que mais contribuiram
para a variabilidade genética.

Castro et al. (2011) avaliaram a divergéncia genética entre maracuja-azedo
e maracuja-doce, por intermédio de marcadores RAPD. Este marcador foi
eficiente para evidenciar que os materiais plantados no Distrito Federal possuem
diferentes origens genéticas. A diversidade genética de maracuja-doce, azedo e
roxo também foi analisada por marcador ISSR, sendo possivel encontrar um alto
namero de polimorfismo entre os acessos e uma ampla variabilidade genética,
sendo possivel também relacionar os acessos com o local de origem (Santos et al.,
2011).

Ganga et al. (2004) quantificaram a diversidade genética entre 36 acessos
de maracujazeiro-azedo, provenientes de 18 estados brasileiros, utilizando
marcadores AFLP, e verificaram uma vasta diversidade genética entre 0s acessos
e uma nao estruturacdo geogréfica entre agueles coletados de um mesmo estado
ou regido. Ja Ortiz et al. (2012) encontraram baixa variabilidade genética de P.
edulis, proveniente de plantagcbes comerciais da Colébmbia, utilizando marcadores
AFLP. A variabilidade genética encontrada pelos marcadores moleculares permite
estabelecer estratégias eficientes a serem utlizadas em programas de

melhoramento de maracuja-azedo.
3.7 Utilizac&o de Microssatélite em Passifloras
Os marcadores microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats ou

Repeticbes de Sequéncias Simples) tém-se tornado o tipo de marcador mais

utilizado devido as suas propriedades, em especial, ao alto conteudo informativo
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que este proporciona (Oliveira et al., 2006). Estes séo reproduziveis, altamente
polimérficos e com uma distribuicdo frequente e aleatéria, 0 que permite uma
ampla cobertura do genoma. Sao constituidos por sequéncias repetidas, de um a
seis nucleotideos, encontradas abundantemente nos genomas eucariotos. Essas
regides sao delimitadas por sequéncias conservadas de DNA, para as quais sao
desenvolvidos iniciadores especificos (Litt e Luty, 1989; Selkoe e Toonen, 2006).

E possivel classifica-los em quatro classes: repeticbes perfeitas —
sequéncias nao interrompidas por uma base que nao pertenca ao motivo, por
exemplo: TATATATATATATATA,; repeticbes imperfeitas — sequéncias que
apresentam, entre os motivos, pares de bases diferentes do mesmo, por exemplo:
TATATATACTATATA; repeticdes simples — sequéncias que possuem apenas
uma repeticdo como TGCTGCTGCTGCTGCTGCTGC; e compostos — quando
contém duas sequéncias repetidas distintas, por exemplo:
TATATATAGTGTGTGTGTGT (Weber, 1990).

As sequéncias repetidas podem ser encontradas em sitios codantes e
nao-codantes do genoma. S&o geralmente caracterizadas pelo polimorfismo
decorrente as altas taxas de mutacdo presente nesses locos (Schlétterer, 2000).
A grande variabilidade de microssatélites pode ser explicada pelos erros que
acontecem nos processos de recombinacao, o crossing-over desigual, elementos
de transposicédo e o processo de deslizamento da DNA polimerase na replicacdo
ou reparo do DNA (Metais, 2002), sendo este Ultimo o processo mutacional
responsavel pelo aumento do nimero de repeticdo (Anmarkrud et al., 2008).

O crossing-over desigual, quando ocorre em uma regido de microssatélite,
pode gerar mudancas drasticas, como a perda ou o ganho de um grande namero
de repeticdo. Isto se deve ao fato de regides repetitivas de microssatélites
formarem um hairpin (Figura 1) durante a sinapse, sendo apenas partes,

geralmente desiguais em comprimmento, trocadas (Oliveira et al., 2006).



17

L/ \_/ "/

=

Figura 1: Crossing-over desigual entre cromossomos homodlogos. Regides de
microssatélites estdo representadas pelas partes escuras (Oliveira et al., 2006,
com modificagdes).

Os diferentes numeros de repeticdes nas sequéncias simples, as
alteracdes no elemento repetitivo por substituicbes, inser¢cdes ou delecdes de
nucleotideo nas regides que flanqueiam o0s microssatélites causam o0s
polimorfismos nos microssatélites. (Borém e Caixeta, 2008).

Devido a sua natureza codominante e multialélica, esses marcadores sao
utilizados para uma série de estudos genéticos. Marcadores SSR tém sido
utilizados com éxito para caracterizacdo molecular em diversas fruteiras, como
péssego (Bianchi et al, 2004), acerola (Salla et al., 2002) e maracuja (Reis et al.,
2011; Cerqueira-Silva et al., 2012a).

Os estudos com marcadores microssatélites envolvendo espécies do
género Passiflora ainda sao incipientes, visto que ha escassez desses
marcadores especificos para estas espécies. Tendo em vista esta necessidade,
foram desenvolvidos marcadores microssatélites para P. edulis (Oliveira, 2005),
P. alata (Padua et al., 2005; Penha, 2008), P. cincinnata (Cerqueira-Silva, 2012a)
e P. contracta (Cazé et al., 2012). A obtencdo desses iniciadores permitiu a
realizacdo de estudos em varios campos da genética, incluindo genética da

conservacao e teste de paternidade (Santos et al., 2011b; Castro, 2012).
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Santos et al. (2011b) realizaram a confirmacdo de hibridos
interespecificos de Passiflora para uso ornamental, obtidos por meio de
cruzamentos entre P. sublanceolata e P. fetida, com apenas um loco de

microssatélite. Reis et al. (2011), com objetivo de estimar a diversidade genética

em dois ciclos de selecdo recorrente do maracujazeiro-amarelo, utilizaram

marcadores microssatélites para realizar a genotipagem de 66 progénies de
irmaos completos. Este estudo constatou uma pequena perda da variabilidade
genética intrapopulacional, garantindo a continuidade do programa de selecao
recorrente. A selecdo combinada com base em caracteres morfolégicos e
moleculares foi verificada por Reis et al. (2012), em que identificaram genaétipos
com maior frequéncia de alelos favoraveis, tendo maiores meédias de
produtividade e maior niamero de frutos.

Os marcadores microssatélites sdo especificos para cada espécie, no
entanto, pelo fato de as regides flanqueadoras serem, na maioria das vezes,
conservadas entre espécies ou géneros proximos, € possivel utilizar iniciadores
desenvolvidos para espécies correlacionadas. Essa caracteristica € denominada
transferibilidade ou amplificacdo cruzada (Varshney, 2005; Bravo, 2006). Tal
caracteristica pode ser utilizada para minimizar os custos de implementacao
destes marcadores em espécies para as quais ainda ndo ha iniciadores
desenvolvidos.

Castro (2012) utilizou-se desta propriedade para avaliar as perdas e
variacdo da frequéncia alélica entre espécies de Passiflora, devido a selecéo
aleatéria de plantas para a conservacdo do germoplasma, usando locos SSR
desenvolvidos para P. edulis e P. alata, e encontrou uma alteragédo na frequéncia
alélica dos acessos estudados. Por outro lado, Ortiz et al. (2011), ao avaliarem a
variabilidade genética de maracuja-azedo com locos SSR e maracuja-doce, nao
encontraram polimorfismos. A utilizagdo desses marcadores pode gerar
informagdes que auxiliem no melhoramento de plantas, como quantificar a
variabilidade genética existente, promovendo uma melhor compreensao do seu
genoma e auxiliar na escolha de genotipos promissores em um menor espaco de

tempo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Germoplasma

O experimento foi conduzido em casa de vegetacao localizada na Unidade
de Apoio a Pesquisa da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro (UENF). Parte dos acessos foi doada pelo Banco de Germoplasma da
Embrapa Mandioca e Fruticultura, pelo Banco de Germoplasma da Universidade
Estadual de Santa Cruz (UESC) da colecéo de passifloras da UENF. As sementes
foram colocadas para germinar em bandejas de isopor com substrato comercial e
transplantadas para sacos de polietilieno quando surgiram as primeiras folhas
verdadeiras. Ao atingiram cerca de 20 cm de altura, foram transplantadas para
vasos de polietileno de 11,5 L contendo de terra vegetal, areia e esterco (3:1:1),
alocando os vasos aleatoriamente na casa de vegetacao.

Para a caracterizacdo morfologica, foram utilizados 70 acessos de 11
espécies do género Passiflora (Tabela 1). Entretanto, devido a auséncia de alguns
acessos no periodo da analise molecular, apenas 56 acessos de dez espécies

foram analisados.
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Tabela 1: Espécies do género Passiflora, subgénero, nimero de cromossomo,
procedéncia, acesso e numero de plantas analisadas

Espécies Subgénero 2n Procedéncia Acesso N° de planta
P. alata Passiflora 18 EMBRAPA BGP 235 3
P.cincinnata Passiflora 18 EMBRAPA BGP 016 4
BGP 268 4
BGP 274 4
BGP 275 4
BGP 290 2
P.qgibertii Passiflora 18 EMBRAPA BGP 008 4
BGP 198 4
UENF UENF 4
P.setacea Passiflora 18 EMBRAPA BGP 237 12
BGP 238 1
BGP 272 2
P.mucronata Passiflora 18 UENF UENF 3
UENF UENF-SF 3
P.pentagona Astrophea 24 UENF UENF 1
P.micropetala Decaloba 24 UENF UENF 2
P.caerulea Passiflora 18 UENF UENF 2
P. suberosa Decaloba 24 UENF UENF 4
P.coccinea Passiflora 18 UENF UENF 3
P.edulis Passiflora 18 UENF UENF 4

4.2 Caracterizacdo Morfoldgica

Os acessos foram caracterizados mediante descritores morfoldgicos
propostos pelo Servico Nacional de Protecdo de Cultivares (SNPC), vinculado ao
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2008). Tais
descritores foram utilizados por serem 0s Unicos disponiveis na literatura para o
género em questdo. Foram utilizados dez qualitativos (dois no estadio vegetativo
e oito no estadio reprodutivo) e 14 caracteres quantitativos (cinco no estadio
vegetativo e nove no estadio reprodutivo), totalizando 24 caracteres. Do ramo
principal, foram utilizadas dez folhas e dez flores, sendo essas iniciadas na época
de florescimento de cada gendtipo.

Foram avaliadas as seguintes caracteristicas quantitativas: diametro da flor
(DF) a partir dos pontos extremos da flor; diametro da corona (DC), a partir dos
pontos extremos dos filamentos da corona; tamanho dos filamentos longos da
corona (TF), a partir da insercdo no receptaculo da flor até o 4pice; comprimento

da pétala (CP), desde a insercédo na flor até o apice; largura da pétala (LP), na
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maior dimensdo; comprimento da sépala (CS), desde a insercédo na flor até o
apice; largura da sépala (LS) na maior dimenséo; comprimento do androginoforo
(CA), toda a extensdo que sustenta os 6rgdos sexuais; tamanho do pedunculo
floral (TP), a partir do receptaculo da flor até a sua insercdo no caule;
comprimento da bractea (CB), desde a insercdo no pedunculo até o apice (Figura
2); diametro do caule (DCA), na altura do segundo n6é do eixo principal;
comprimento da folha (CF), da base até o apice; largura da folha (LF), na maior
dimensado; comprimento do peciolo foliar (CP), da insercdo no caule até a
insercéo na folha. Todas as caracteristicas quantitativas foram mensuradas em

milimetros por intermédio de paquimetro digital.

Figura 2: Caracteristicas florais avaliadas: 1- bandeamento nos filamentos mais
longos da corona, 2- diametro da corona, 3- comprimento da pétala, 4-
comprimento da sépala, 5- comprimento da bractea, 6- largura da sépala, 7-
comprimento do pedunculo.

Para os dados qualitativos, foram atribuidos cdédigos sequenciais
numéricos de acordo com descritores para Passiflora (MAPA, 2008), observados
0S seguintes caracteres qualitativos: coloracdo predominante no perianto (CPP),
periodo predominante de antese (ANT), coloracdo predominante da corona
(CPC), bandeamento nos filamentos mais longos da corona (BFLC), presenca de
namero de anéis coloridos nos filamentos longos da corona (NACFLC), presenca
de glandula nectarifera nas bracteas (GB) forma dos filamentos da corona (FFC),

forma do hipanto (FH) (Figura 3).
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aplanada campanulada Cilindrica

Figura 3: Diferentes formatos do hipanto (Mapa, 2008).

4.2.1 Anédlise Estatistica

O método estatistico Ward-MLM foi utilizado por possibilitar a analise de
caracteristicas quantitativas e qualitativas simultaneamente, indicando com
precisdo o numero de grupos a serem formados pelos individuos. A andlise foi
realizada com auxilio do programa SAS (2003).

Primeiramente, foram estimadas a matriz de similaridade e as distancias
entre as observacdes, utilizando-se o algoritmo de Gower (1971). Logo apos,
realizou-se o primeiro agrupamento, utilizando-se o método de Ward (Ward
Junior, 1963), por meio das estatisticas pseudo F e pseudo t2, obtendo-se a
primeira aproximacédo do numero de grupos (g’). As distancias entre os acessos
foram observadas no arquivo denominado distifile gerado pelo SAS (2003). Em
seguida, foi obtido o grafico logaritmo da funcdo da verossimilhanga, maximizada,
segundo o método MLM, para diferentes nimeros provaveis de grupos. De acordo
com os picos de verossimilhanca para os diferentes numeros de grupos formados
pelo grafico, definiu-se o melhor nimero de grupos para a analise.

Por ultimo, foi realizada a anélise MLM completa para o nUmero de grupos
(g) definidos, descrevendo os resultados da classificagdo, com uma tabela da
descricdo dos grupos formados e a analise canbnica para as variaveis
guantitativas, sendo utilizado, para estas ultimas, o arquivo canfile, obtido pelo

SAS (2003), contendo as coordenadas candnicas para as observacgoes.
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4.3 Caracterizagcédo Molecular

Para a caracterizagdo molecular, foram utilizados 56 acessos de Passiflora
spp. O estudo consistiu na caracterizagdo de 16 acessos de P. cincinnata, 13
acessos de P. setacea, sete acessos P. gibertii, cinco acessos de P. mucronata,
trés acessos de P. alata, dois acessos de P. coccinea, quatro acessos de P.

edulis e P. suberosa, e um acesso de P. micropetala e P. caerulea.

4.3.1 Extrac&o de DNA gendmico

Folhas jovens foram coletadas e armazenadas em ultrafeezer a -80°C.
Para a extracdo, cerca de 50 mg de tecido macerado foram transferidos para
tubos de 2 mL e imersos em N, liquido para a extracdo de DNA, de acordo com
o protocolo de Doyle e Doyle (1990), com modificacdes.

Foram adicionados aos tubos contendo as amostras 700 pl do tampéo de
extracdo pré-aquecido, contendo 2% CTAB, 2,0 mol L™ NaCl, 20 mmol L™ EDTA,
100 mmol L™ Tris-HCI (pH 8,0), 2% PVP e 2,0% - mercaptoetanol, estes dois
altimos foram necessérios para remoc¢do dos compostos fendlicos. Este material
foi incubado a 65°C por 47 minutos e homogeneizado suavemente a cada 10
minutos.

Apébs as amostras atingirem a temperatura ambiente, adicionaram-se 600 pl
cloroférmio: alcool isoamilico (24:1), para efetuar a desproteinizacdo. Este
material sofreu suaves inversdes durante aproximadamente 1 minuto até ficar
turvo. A fase organica foi separada por centrifugacdo, a 13000 rpm por 1 minuto.
O sobrenadante foi transferido para um tubo de 1,5 ml devidamente identificado. Os
acidos nucleicos foram precipitados pela adicdo de dois tercos (500 ul) do
volume de isopropanol gelado, e incubados por 30 minutos a 20°C. O precipitado
foi sedimentado por centrifugacdo, a 14000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado lavado duas vezes com 500 pl etanol a 70%, para a
retirada de sal presente (entre cada lavagem, o material foi centrifugado a 14000
rpm durante 10 minutos). Apos o descarte do Ultimo sobrenadante, o material foi
seco em condi¢cdes naturais, até que o etanol fosse removido. Em seguida, o
material foi ressuspendido em 200 ul de solugédo TE (Tris-EDTA - 10 mmol L™

Tris-HCI, 1 mmol L™ EDTA, pH 8,0) com RNAse em uma concentracéo final de
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10 ug mL™ e incubado em banho-maria a 37°C por 30 minutos. Logo apds, o
material foi armazenado a 20°C até o uso.

A integridade do DNA extraido foi verificada em gel de agarose 1%, e este
foi quantificado por intermédio do espectrofotometro NANODROP 2000c, com
leitura das absorbancias no comprimento de onda de 260 nm. Com base neste
resultado, todas as amostras foram diluidas para a concentragédo de trabalho de 5

nguL™.

4.3.2 Otimizacao dareacao de PCR

Iniciadores desenvolvidos para P. edulis (Oliveira, 2006) e P. alata; (Padua
et al., 2005) foram utilizados para analisar a variabilidade no género Passiflora
(Tabela 2). A reacdo de PCR foi realizada de acordo com Oliveira (2006),
contendo 10 ng de DNA, 0,5 uM dos iniciadores e 0,5 U de Tag DNA Polimerase,
0,02 mM de dNTP e 1,5 mM de cloreto de magnésio e tampdo de PCR (1X),
sendo adicionado agua ultrapura para completar o volume final da reacdo de 13 pl
por amostra. A temperatura ideal para cada iniciador foi testada, detectando a
melhor temperatura de amplificacdo, variando de 56 a 61°C.

As reacbes de PCR foram conduzidas em Termociclador (Veriti 384-well
Thermal Cycler Applied Biosystems) da seguinte forma: 4 minutos a 94°C para
desnaturacao inicial, seguindo-se os 35 ciclos, cada um consistiu de 94°C por 1
minuto, 56 - 61°C por 1 minuto (de acordo com o iniciador utilizado), 72°C por 3
minutos, e uma extensao final a 72°C por 7 minutos. Os fragmentos amplificados
foram entdo separados em gel de agarose Metaphor 4%, corados com GelRed, e
submetidos a luz UV para visualiza¢do dos resultados (Fotodocumentador Minibis
Pro-Bio-imaging System). As imagens dos géis foram capturadas para posterior

analise.



Tabela 2. Identificacdo dos locos utilizados na genotipagem das 56 amostras

de Passiflora.
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Loco Iniciador “foward” Iniciador “reverse” Referéncia
PEO3 gcagcgagggaagaaaaa tgagacatcgtgcgtgaa Oliveira, 2006
PEO4 atgcttttggaaatccgttt tgctcatgcaaagtcactgg Oliveira, 2006
PEO8 ccggatacccacgcatta tctaatgagcggaggaaagc Oliveira, 2006
PE11 gcataagttgtcggtcttgg cctcgaacctctatcatcca Oliveira, 2006
PE12 cgtaatattgtttgggcact atcatgggcgaactcattt Oliveira, 2006
PE13 aagcaccccaatcgttga cccectgecacctgagta Oliveira, 2006
PE18 ccgtgaaccaaccatttctc ccgtgaaccaaccatttctc Oliveira, 2006
PE20 aggatcaccatagaaaaccat gttaggttggcattgctctt Oliveira, 2006
PE23 caatcccttgacccataga cgtccatccttctecttt Oliveira, 2006
PE24 tcaaactgaactcgtaaagg gtgctgggagactgatgtt Oliveira, 2006
PE27 ttgctcattgcactcatcct gcagacatttcctggagca Oliveira, 2006
PE35 attatgcctaaaaacccaaa tgatccagaggttgagagg Oliveira, 2006
PE37 caaaaggataggcctgatgtc  tgcttggtcatccactgaag Oliveira, 2006
PE38 gatcggtcctcggttagac agtcacacagcatgagaaatc  Oliveira, 2006
PE41 atcggggttcgcttatttg cgttcatcctttagtgggcta Oliveira, 2006
PE42 gtcacttcattcttcctttcc ttagcccactcaaacacaa Oliveira, 2006
PE58 gcaatttcaccatcttctgct gcaatttcaccatcttctgct Oliveira, 2006
PE66 ccatagtcccaacaagcatc gctgtggaccctaactcagtc Oliveira, 2006
PE74 ccctcttatcaatagegttgg gcacgagcacgagtatttatt Oliveira, 2006
PE90 tcaggaagattgcatgttagt ctgggttttgtttatgttgc Oliveira, 2006

AO7FP1 ggaagtgaaggagaagaaga ccctctggttgtctacctac Padua, 2005
AO8FP1 cacatttgccgtcactgg cggcatacgataaatctcctg Padua, 2005
AO6FP1 gggcggaagaaaagagaag gaaacacacgatgcgaaaa Padua, 2005
AO1FP3 agagtcgtctaaccctcttgc tcttgcttacgcgtggacta Padua, 2005
AO01BP3 gcgggattctcttgcecttac acaaaacacatcagccacca Padua, 2005
A08GP1 taaccgacttcgcccaca gagcaggggaagaaaagga Padua, 2005
A09DP1 tggcaatttggtggttga ccttaaccggcgttgga Padua, 2005
AO03AP3 gccttagcttgcaactttcg ggaggcaacccgagtataaa Padua, 2005

4.3.3 Andlise estatistica

Os dados obtidos a partir da amplificacdo dos iniciadores SSR foram

convertidos em cédigo numérico por loco para cada alelo. Foram atribuidos

valores de 1 até o niumero maximo de alelos encontrados por loco. Os acessos

homozigotos foram descritos como 11, 22, 33 no loco com trés alelos,

representando as formas A;A;, A2A2, AszAs. JA 0S acessos heterozigotos foram

designados como 12, 13 e 23, demonstrando as formas alélicas A1A;, Ai1Az e

A>A3z. Com essa codificacdo, foi formada uma matriz numérica, que possibilitou o

calculo da distancia genética entre os acessos estudados.
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A diversidade genética foi estimada pelo numero de alelos por loco
polimorfico, pela heterozigosidade observada (porcentagem de individuos
heterozigotos) e pela diversidade génica (heterozigosidade esperada), que
consiste na proporcao esperada de individuos heterozigotos para as frequéncias
alélicas observadas e pelo conteudo de informacdo polimérfica (PIC). Todos os
valores foram obtidos pelo programa Powermarker (Liu e Muse, 2005).

O namero médio (Nm) de alelos por loco foi obtido pela razdo do numero
total de alelos (A) pelos locos analisados (L).

A
Nm = z

O loco foi tido como polimérfico quando o alelo mais comum nos acessos
avaliados obteve frequéncia menor a 95%.

A heterozigosidade esperada (He), parametro que pode referir-se a
diversidade genética, € definida como a probabilidade de dois gametas tomados
ao acaso possuirem alelos distintos em um mesmo loco. Ja heterozigosidade

observada (H,) é a quantidade real de heterozigotos na populac¢do. Assim, tem-

se:

H,=1- (plz)

em que pi= frequéncia alélica estimada do i-ésimo alelo; P;= frequéncia estimada
de homozigotos na populacdo. A média desses parametros é obtida por meio da
média aritmética dos locos analisados.

O conteddo de informacgédo polimorfica (PIC — Polymorphism Information
Content) também foi calculado, em funcdo do numero de alelos detectados, da
sua distribuicdo e frequéncia na populacao estudada. Esse parametro possibilita

estimar o poder discriminatorio de cada marcador, visto que séo considerados o
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namero de alelos por loco e a frequéncia relativa desses alelos, sendo expresso

por:
PIC=1- pf

em que p; € a frequéncia do alelo i na populacéo.

A distancia genética foi obtida pela distancia de Shared Allele, que se
baseia no compartilhamento de alelos entre os gendtipos avaliados e, para o
agrupamento desses, foi utilizado o método hierarquico UPGMA (Unweighted Pair
Group Method using Arithmethic Average). Com a média das distancias para cada
espécie, desenvolveu-se a Andlise de Coordenadas Principais, sendo possivel
verificar a distribuicdo das espécies do género Passiflora no plano cartesiano

bidimensional.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Caracterizacdo Morfolégica

O numero ideal de grupos foi verificado onde ocorreu maior incremento na
funcdo logaritmica, sendo verificado o maior valor absoluto de 97,94 no quinto

grupo (Figura 4).
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Figura 4. Funcéo logaritmica de probabilidade (Log-Likelihood) com
a formacgé&o de cinco grupos.
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Campos (2012), ao estimar a divergéncia genética em uma populacdo de
goiabeira, com base em caracteres qualitativos e quantitativos, verificou um maior
aumento da funcéo de verossimilhanca em sete grupos com incremento de 74,36.
Pereira et al. (2012), ao avaliarem a variabilidade genética entre diploides
melhorados de bananeira, observaram um maior aumento em apenas trés grupos.
Assim o numero 6timo de grupos pode variar com a espécie, 0 numero e tipo de
descritores e a quantidade de acessos a serem analisados.

Com base nas caracteristicas quantitativas e qualitativas, foi possivel
verificar ampla variabilidade genética entre as espécies de Passiflora estudadas
(Figura 5).

O grupo | alocou as espécies P. suberosa, P. micropetala e P. pentagona.
Este agrupamento corresponde a classificacdo taxonémica, sendo P. suberosa, P.
micropetala pertencentes ao subgénero Decaloba, e P. pentagona, ao subgénero
Astrophea (Macdougal e Feillet, 2004), os quais sdo subgéneros proximos
filogeneticamente (Muschner et al., 2003). O grupo | se caracteriza por possuir
acessos com flores de coloracdo branca na corona e no perianto, auséncia de
bracteas, auséncia de bandeamento nos filamentos longos da corona e com
periodo de antese pela manha (Tabela 3). Além disso, este grupo foi constituido
por acessos com as menores médias, para todas os descritores referentes a flor
(Tabela 4). Caracteristicas semelhantes foram encontradas por Krosnick e
Freudenstein (2005), ao estudarem a monofilia e homologia de caracteres florais
do subgénero Decaloba. Esses autores verificaram que flores brancas e

pequenas sao tipicas desse subgénero.
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Figura 5. Espécies do género Passiflora estudadas. A- P. coccinea, B- P.
micropetala, C— P. mucronata, D- P. cincinnata, E- P. alata, F- P. edulis, G- P.
gibertii, H- P. suberosa, |- P. setacea, J- P. pentagona, L— P. caerulea, M- P.
caerulea
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Tabela 3. Caracteristicas qualitativas e nimero de acessos por grupo em cada
grupo formado pela estratégia Ward-MLM pelos acessos de espécies do género

Passiflora

Grupo

Gl (7)

Gli(21)

GllI(18)

GIV(12)

GV(12)

Formato do hipanto

Aplanada

Campanulada

Cilindrica

Coloragcdo predominante no
perianto

Branca

Rosada

Vermelha

Vermelha—arroxerada

Roxa

Azul-arroxeada

Azul

Coloracdo predominante na
corona

Branca

Rosada

Vermelha

Vermelha-arroxerada

Roxa

Azul-arroxeada

Azul

Forma dos filamentos longos
da corona

Liso

Ondulado

Bandeamento nos filamentos
longos da corona

Ausente

Presente

Anéis coloridos nos filamentos
longos

Ausente

Presente

Glandulas nas Bracteas
Ausente

Presente

Periodo de antese

Matutino

Vespertino

Noturno

6

1

N Ol

21

21

21

21

21

21

18

18

18

18

18

18

12

12

12

12

12

oo

B o] N hO! !

o w

o w

12

H 00
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Tabela 4. Médias das variaveis quantitativas para cada um dos cinco grupos
formados pelo método Ward-MLM e as duas primeiras varidveis candnicas

GRUPOS CAN
Variaveis Gl G2 G3 G4 G5 CAN1 CAN2
Comprimento da bractea 0,94 17,76 26,68 21,94 28,39 0,67 0,53
Comprimento da sépala 15,18 37,25 4154 34,89 42,50 0,51 0,41
Largura da sépala 6,04 8,55 17,39 11,32 15,45 0,74 0,25
Comprimento da pétala 8,12 32,32 41,26 27,60 42,28 0,60 0,41
Largura da pétala 2,56 7,05 12,30 11,43 13,16 0,63 0,49
Diametro da flor 31,94 80,45 89,54 72,40 93,26 0,51 0,43
Diametro da corona 2436 4531 102,71 58,67 57,49 0,88 -0,10
Tamanho do peddnculo 9,44 88,50 54,04 65,51 44,64 -0,0 0,00
Tamanho do androginéforo 7,71 13,93 11,45 12,78 15,69 -0,02 0,53
Tamanho do filamento 10,02 19,34 47,00 23,92 30,16 0,88 0,01
Comprimento da folha 106,33 107,82 89,90 82,10 133,89 -0,26 0,44
Largura da folha 119,53 101,83 117,12 124,53 123,29 0,14 0,15
Comprimento do peciolo 21,92 41,59 45,74 37,60 34,80 0,36 -0,07
Diametro do caule 10,10 9,65 21,96 14,73 14,33 0,94 -0,08

O grupo Il foi formado pelas espécies P. mucronata e P. setacea, ambas
pertencentes ao subgénero Passiflora. Antese noturna, flores brancas, filamentos
longos da corona lisos e a forma do hipanto campanulada sdo algumas das
caracteristicas que este grupo compartilha (Tabela 3). Dos grupos analisados,
este grupo foi 0 que apresentou as maiores médias ao serem analisados o
tamanho do pedunculo (88,5 mm) e o menor didametro do caule (9,65 mm).
Estudos revelam que P. mucronata € resistente a fusariose e P. setacea possui
um bom nivel de tolerancia a doencas foliares, em especial ao virus do
endurecimento do fruto - Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) - e a morte
precoce (Fisher et al., 2005; Ataide et al., 2012). Tendo em vista o potencial uso
como fonte de resisténcia a doencas que acometem o maracujazeiro (P. edulis), é
de grande importancia a insercdo dessas espécies em programas de
melhoramento do maracujazeiro, por meio de cruzamentos interespecificos.

O grupo Il reuniu todos os acessos de P. cincinnata. Este grupo se
caracterizou por possuir flores com coloracédo roxa, corona com coloracdo azul-
arroxeada e formato ondulado dos filamentos longos da corona (Tabela 3). Neste
grupo, foi encontrada a maior média para o diametro da corona (102,71 mm) e,

consequentemente, o maior tamanho de filamento (47,00 mm). O comprimento do
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peciolo (45,74 mm) e o didmetro do caule também obtiveram maiores médias
(21,96mm) se comparadas as dos outros grupos (Tabela 4). Uma caracteristica
marcante de P. cincinnata foi a presenca de androgin6foro mais curto (11,45 mm)
em relacdo ao das outras espécies do subgénero Passiflora analisadas, sendo
reduzida a distancia entre o estigma e a corona, possibilitando a polinizagéo por
insetos menores (Jungueira et al., 2006).

O grupo IV foi constituido apenas por P. gibertii. Este grupo se caracterizou
por possuir flor branca, corona rosada, filamentos longos da corona lisos, formato
aplanado do hipanto e antese no periodo vespertino (Tabela 1). O tamanho do
androginéforo (12,78 mm) neste grupo foi relativamente pequeno (Tabela 4). Foi
constatado também que as médias do diametro do caule (14,73 mm) do grupo IV
e do grupo V (14,33 mm), onde o maracujazeiro-azedo esta alocado, possuem
valores proximos. Considerando que P. gibertii € resistente, tanto em relacdo a
morte prematura quanto a fusariose (Roncato et al., 2004), estudos devem ser
realizados a fim de verificar o potencial dessa espécie como porta-enxerto em
espécies comerciais, visto que ambas possuem o caule com diametro com
valores proximos, auxiliando, assim, no controle das doencas que muito
acometem o maracujazeiro-azedo.

O grupo V foi representado pelas espécies P. edulis, P. caerulea, P. alata e
P. coccinea. A presenca de glandulas na bractea e o formato campanulado foram
caracteristicas compartilhadas neste grupo (Tabela 3). A corona com coloracéo
acentuada foi outra caracteristica encontrada neste grupo. Este grupo se
caracterizou por possuir a maior média das seguintes variaveis: diametro da flor
(93,23 mm), comprimento da pétala (42,28 mm), sépala (42,50 mm) e bractea
(28,39 mm). Além disso, este grupo se destacou por ter maior média no tamanho
do androginoforo (15,69 mm). O fato de P. coccinea ter sido alocada neste grupo
favoreceu o aumento da média desta caracteristica. Crochemore et al. (2003), ao
caracterizarem 11 espécies do género Passiflora, também verificaram que as
espécies P. edulis, P. caerulea e P. coccinea alocaram-se em um mesmo grupo.
As caracteristicas quantitativas que melhor explicaram a diversidade genética
existente entre as espécies, com base na primeira variavel candnica, foram:
diametro do caule (0,94); diametro da corona, (0,88); tamanho do filamento (0,88)
e largura da sépala (0,74) (Tabela 4). Santos et al. (2011b), ao quantificarem a

diversidade genética entre P. foetida, P. sublanceolada e o hibrido
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correspondente, com base em caracteres morfoldgicos, verificaram que as
variaveis que tiveram maior contribuicdo, de acordo o método de Singh, foram o
diametro da flor e o comprimento do pedunculo.

As duas primeiras variaveis canonicas obtidas pelo método Ward-MLM
explicaram 91,16% da variacdo total. Conforme Cruz et al. (2004), caso as duas
primeiras variaveis canfnicas permitam estimativas acima de 80% da variacdo
total, pode-se obter uma interpretacdo satisfatoria da variabilidade entre os
acessos, tal como ocorreu neste estudo, sendo possivel a representacdo grafica
bidimensional (Figura 6). Sudré et al. (2010), utilizando o mesmo método
estatistico para estimar a variabilidade genética entre os acessos de Capsicum
spp., obtiveram 90,5% da variacdo total também explicada pelas duas primeiras

variaveis canonicas.
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Figura 6. Dispersao grafica das duas primeiras variaveis canfnicas representando
a formacgéo de cinco grupos de espécies de Passiflora spp.
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As distancias entre os grupos, pela estratégia Ward-MLM, demonstraram
uma amplitude de variagcao no valor de 366,16. A menor distancia entre 0s grupos
foi observada entre o grupo IV e o grupo V, com valor estimado de 27,84,
mostrando alta similaridade entre as espécies. A maior dissimilaridade, com
magnitude de 394,0 (Tabela 5), ocorreu entre o grupo | e o grupo lll. Essa
diferenca corrobora os estudos de filogenia molecular que os aloca em

subgéneros distintos (Muschner et al., 2003).

Tabela 5. Distancia entre os grupos formados pelo método Ward-MLM para
varidveis quantitativas e qualitativas

GRUPOS 1 2 3 4 5

1 0 62,05 394,00 129,50 165,19
2 0 256,14 44,95 79,73
3 0 120,27 138,78
4 0 27,84
5 0

A proximidade de P. gibertii (grupo IV) com as espécies do grupo V
também foi encontrada, quando foi quantificada a variabilidade genética de 11
espécies do género Passiflora por caracteres morfoagrondmicos (Crochemore et
al., 2003a). O fato de ambas as espécies pertencerem ao mesmo subgénero,
possuirem o mesmo namero de cromossomos (2n=18) (Souza et al.,, 2008) e
compartilharem algumas caracteristicas fenotipicas pode estar associado a essa
alta similaridade.

Varias sdo as diferencas entre o grupo | e o grupo IIl que contribuiram para
maior dissimilaridade entre esses grupos. O tamanho e a coloracdo das flores sao
as caracteristicas que mais diferenciam estes grupos: flores brancas e pequenas
sdo caracteristicas do grupo I; e flores roxas e grandes, caracteristicas do grupo
[ll. Além disso, o niumero de cromossomos das espécies do grupo | (2n=24) difere
dos demais grupos (2n=18) (Souza et al., 2008).

Os descritores morfologicos utilizados foram capazes de diferenciar os
subgéneros Decaloba e Passiflora, bem como separar de forma clara as espécies
mais proximas. Resultado semelhante foi obtido por Tangarife et al. (2009), ao
realizarem a caracterizacdo morfologica de 21 espécies do género Passiflora,
incluindo trés subgéneros. Este estudo permitiu distinguir os subgéneros de forma

semelhante a da classificacado taxondmica, sendo as variaveis relacionadas com a
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flor que mais contribuiu para a separacdo das espécies. Viana et al. (2010)
utilizaram 11 descritores para avaliar seis espécies do género Passiflora e
verificaram uma ampla variacdo morfoldgica inter e intraespecifica, obtendo uma
clara separacdo das espécies.

As analises geradas pelos descritores morfoldégicos demonstraram uma alta
similaridade com a classificacdo botanica atualmente aceita para o género
Passiflora (Macdougal e Feuillet, 2004). Este fato mostra a consisténcia do
meétodo utilizado, podendo revelar o grau de parentesco entre as espécies. 1Sso
pode estar relacionado ao fato de a maioria das caracteristicas avaliadas estar
relacionada com a morfologia floral e estas caracteristicas possuirem alta
herdabilidade (Kobayashi et al., 2007).

A caracterizacdo morfologica € uma etapa fundamental em programas de
melhoramento de plantas, visto que permite estimar a variabilidade genética e
indicar os melhores genétipos a serem utilizados (Marin et al., 2009). Este
conhecimento possibilita ao melhorista explorar a diversidade, transferindo alelos
favoraveis encontrados em espécies silvestres, como resisténcia a doencas,
autocompatibilidade e reducdo do androginéforo, por intermédio de cruzamento
interespecifico. Neste caso, deve-se ressaltar que, para que haja sucesso nos
cruzamentos envolvendo espécies distintas, o melhorista deve buscar acessos
gue estejam mais proximo filogeneticamente da espécie a ser melhorada e,
consequentemente, compativeis. Assim, as informac¢des obtidas neste estudo
poderdo auxiliar na escolha de genitores, em programas de melhoramento do

maracujazeiro, que utilizem a hibridacao interespecifica.

5. 2 Caracterizagcao Molecular

5.2.1 Genotipagem

Foram testados 28 iniciadores, em que a temperatura de anelamento 6tima
para cada iniciador variou de 56 a 61°C (Tabela 6). A separacéo dos fragmentos
foi realizada em gel de agarose de alta resolucdo Metaphor. Esta estratégia €
eficiente para andlises de marcadores SSR, j& que possibilita a separacdo de
alelos de 20 a 800 pb (Asif et al., 2008). Aléem de ser eficiente, é de facil execugao

e econbmica.
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Estudos comparativos de Passiflora tém obtido grande sucesso ao utilizar

marcadores moleculares do tipo RAPD (Viana et al., 2003; Perez et al., 2010,

Viana et al., 2010), ISSR (Santos et al., 2011) e genes cloroplatidios (Yockteng e

Nadot, 2004). No entanto, estudos com marcadores microssatélites, para a

caracterizacdo de germoplasma de Passiflora envolvendo varias espécies, ainda

séo incipientes.

Tabela 6. Identificacdo dos locos utilizados na genotipagem. Cdédigo do loco,
motivo, temperatura de anelamento e tamanho esperado para o alelo

Loco Motivo TA (°C) Tamanho esperado (pb)
PEO3 (GA)y 60 156
PEO4 (TG), 60 235
PEO8 (GTTGTG), 56 282
PE11 (G 58 178
PE12 (TG)s 60 150
PE13 (GT)s 60 172
PE18 (TG), 60 220
PE20 (AAAC), 56 242
PE23 (GA)y 56 206
PE24 (CA)s 60 244
PE27 (GT), 58 139
PE35 (CA)g 58 225
PE37 (TG)s 60 232
PE38 (TG)s 58 215
PE41 (TTAA)s 60 220
PE42 (GT)g 60 216
PE58 (AC)y 60 243
PE66 (AC), 60 165
PE74 (ATCACA)s 58 215
PE90 (AGC)s 60 245

AO7FP1 (AAG), 58 155
AO8FP1 (TG)o 58 105
AO6FP1 (GAA) 56 226
AO1FP3 (TTG)s 58 153
A01BP3 (GA) 11 58 161
A08GP1 (CT)so 58 109
A09DP1 (TG)o 62 ?

A03AP3 (CT)s 61 204

5.2.2 Transferibilidade

Ao avaliar a amplificagdo cruzada de 28 iniciadores microssatélites, para

dez espécies do género Passiflora, apenas 12 iniciadores foram transferidos para

a maioria das espécies. Dos oito iniciadores desenvolvidos para P. alata; dois
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produziram padrdo de amplificacdo tipica dos marcadores microssatélites, para a
maioria das espécies avaliadas; dois ndo amplificaram (AO1FP3, A01BP3); e dois
amplificaram apenas em P. alata; e um amplificou em P. alata e P. setacea
(Tabela 7).



Tabela 7. Amplificac@o cruzada de dez espécies de Passiflora utilizando iniciadores desenvolvidos P.edulis e P.alata

Locos

P. edulis

P. alata

P. setacea

P. mucronata

P. gibertii

P. cincinnata

P. coccinea

P. caerulea

P. suberosa

P. micropetala

PEO3
PEO04
PEOS
PE11
PE12
PE13
PE18
PE20
PE23
PE24
PE27
PE35
PE37
PE38
PE41
PE42
PE58
PE66
PE74
PE90
T (%)

AO7FP1

AOSFP1
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Para os iniciadores desenvolvidos para P. edulis, a espécie P. cincinnata
foi a que mostrou maior taxa de amplificacédo cruzada (80%). As espécies P. alata,
P. mucronata e P. gibertii obtiveram a mesma taxa de transferibilidade (55%). No
entanto, estas ndo compartilharam os mesmos iniciadores. J4 a espécie P.
micropetala obteve a menor taxa de amplificacao (35%).

A porcentagem de amplificacdo para todas as espécies analisadas foi
obtida para cada loco amplificado (Tabela 8). A maior taxa foi encontrada nos
locos PE13, PE37, PE41, PE66, PE74, PE9O, AO8BFP1, sendo estes capazes de
amplificar todas as espécies analisadas.

Tabela 8. Taxa de transferibilidade observada para cada loco.

Loco Transferibilidade (%)
PE13; PE37; PE41; PE66; PE74; PE9O; AOSFP1 100
PEOS8; PE18; PE20; PE38 90
AO7FP1 80
PEO4; PE12; PE23; PE27; PE35 30
PEO3; PE11; AOBGP1 20
PE24; PE42; PE58; AO6FP1; AO9DP1; AO3AP3 10

As taxas de transferibilidade foram satisfatérias para a maior parte das
espécies analisadas. Doze dos iniciadores testados obtiveram uma taxa de
transferibilidade igual ou superior a 80%. De maneira geral, os iniciadores
desenvolvidos para P. edulis foram mais efetivos, obtendo as maiores taxas de
transferibilidade. Resultado semelhante foi encontrado por Castro (2012), ao
avaliar a variacdo na frequéncia alélica de P. edulis. P. setacea, P. cincinnata e P.
alata. Silva (2010), ao verificar a amplificacdo cruzada nas espécies P. alata, P.
cincinnata, P. gibertii, P. mucronata P. cacaoensis, e P. glandulosa, utilizando os
mesmo iniciadores, detectou uma taxa de amplificacdo de 37,5% para as quatro
primeiras, e 62,5% e 29,1% para as duas ultimas, respectivamente.

Padua (2004), ao analisar a transferibilidade dos iniciadores oriundos de
fragmentos gendmicos de P. alata para espécies do género Passiflora, encontrou
uma maior taxa de amplificacdo cruzada (78,25%) no iniciador AO8BFP1, sendo
amplificado para 61 espeéecies. Este mesmo iniciador foi utilizado para a
confirmacgéo de hibridos entre o cruzamento de P. sublanceolata e P. foetida,
sendo polimérfico para os genitores, em cuja progénie foram encontradas bandas

pertencentes aos dois genitores (Santos et al.,, 2011a). Neste trabalho, ao ser
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utilizado este iniciador, foi possivel verificar a amplificacdo em todas as espécies.
Isto mostra que o iniciador em questdo € altamente polimorfico e pode ser usado
em estudos com espécies do género Passiflora.

Em plantas, a transferéncia de microssatélite entre as espécies do mesmo
género, na maioria das vezes, é bem sucedida, com sucesso em 60% das
eucotileddneas e 40% das monocotiledéneas (Barbara et al., 2007). Em relacéo
ao género Passiflora, em que h4 marcadores microssatélites desenvolvidos para
poucas espécies, essa propriedade é de grande relevancia, visto que possibilita

que estudos genéticos sejam realizados com espécies relacionadas.

5.2.3 Diversidade Genética

Em relacdo a diversidade genética entre as espécies avaliadas, verificou-se
um baixo numero de alelos em todos os locos polimérficos. O nimero de alelos
por loco variou de 2 (PE37 e PE38) a 5 (PE66), com média igual a 3,42, obtendo-

se um total de 41 alelos para os 12 locos avaliados (Figura 7).

0 T T T T T T T T T T T 1
PE13 PE18 PE74 PE38 PE37 PE41 PE66 PESO AO7 AO08 PEO8 PE20

Figura 7. Nomero de alelos por loco para cada um dos 12 locos analisados,
encontrado nas espécies de Passiflora estudadas

Variacdo alélica semelhante foi encontrada por Cazé et al. (2012), ao
caracterizarem locos de SSR desenvolvidos para P. contracta em que o0 numero
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de alelo por loco variou de 2 a 9, com média igual a 5. Cerqueira-Silva et al.
(2012b) também verificaram poucos alelos por locos, variando de 2 a 9 alelos.
Oliveira et al. (2005) obtiveram até 20 alelos em um loco e média de 5,3 alelos por
locos em uma amostra de 43 individuos. Isto mostra que um baixo numero de
alelos por loco e poucos marcadores microssatélites polimorficos tém sido
caracteristicos do género (Cerqueira-Silva et al., 2012b), o que pode sugerir que
estes locos se concentram em regides conservadas, com pequena taxa de
mutacao.

Em relacdo a estimativa da diversidade genética, o loco PE66 foi o que
obteve maior numero de alelos, com um total de cinco alelos; no loco PEL18,
verificaram-se quatro alelos, sendo ambos microssatélites dinucleotideos, com
nove repeticdes. De acordo com Sibov et al. (2003), essa classe de microssatélite
€ mais abundante no genoma, apresentando maior numero de alelos. Além disso,
segundo Weber (1990), a quantidade de alelos por loco esta relacionada com o
namero de repeticdes no microssatélite, o que explica o polimorfismo encontrado
no loco PE6G6.

Quanto a frequéncia dos alelos encontrados, apenas quatro foram maiores
que 50%, o que revela ampla diversidade genética entre os acessos avaliados.

Os valores de heterozigosidade esperada (He), ou diversidade génica,
variaram de 0,33 (PE37) a 0,69 (PE08), com média de 0,57 (Tabela 9). Esses
valores demonstram a ampla variabilidade genética encontrada no género
Passiflora. Valores semelhantes foram encontrados por Cerqueira-Silva et al.
(2012b), ao avaliarem acessos de P. cincinnata, obtendo He=0,51; e por Padua et
al. (2005) que obtiveram He=0,52, utilizando acessos de P. alata.
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Tabela 9. Caracterizacdo dos 12 locos utilizados na caracterizagcdo molecular

Loco A N° de alelos He Ho PIC

PE13 0,4909 3 0,6094 0,3091 0,5313
PE18 0,5943 4 0,5829 0,6415 0,5359
PE74 0,5096 3 0,5497 0,9808 0,4495
PE38 0,7245 2 0,3992 0,0612 0,3195
PE37 0,7857 2 0,3367 0,0000 0,2800
PE41 0,5192 4 0,5627 0,9423 0,4707
PEGG6 0,3889 5 0,6799 0,9815 0,6213
PE9O 0,5568 4 0,6010 0,7273 0,5429
AO07 0,6000 3 0,5588 0,4500 0,5071
A08 0,4615 3 0,6354 0,7115 0,5612
PEOS 0,4022 4 0,6999 0,1522 0,6453
PE20 0,4688 4 0,6274 0,2917 0,5567
Média 0,5419 3,42 0,5702 0,5208 0,5010

A — Frequéncia do alelo de maior frequéncia, He — heterozigosidade esperada; Ho
— heterozigosidade observada; PIC - conteudo de informacgéo polimorfica

A heterozigosidade observada (Ho) variou de 0,00 (PE37) a 0,981 (PE66),
com média de 0,52. Dos locos analisados, a heterozigosidade observada foi maior
gque a esperada em seis locos. Oliveira et al. (2005), ao avaliarem acessos de P.
edulis, encontraram resultados semelhante, em relacdo a Ho, variando de 0,0 a
1,0. Cazé et al. (2012), ao estudarem a estrutura genética de P. contracta,
utilizando sete locos de microssatélite, obtiveram Ho=0,50.

Os altos valores de heterozigosidade observada ja eram esperados nos
estudos envolvendo o género Passiflora, visto que a maioria das espécies desse
género possui 0 sistema de autoincompatibilidade, sendo predominantemente
albgamas. Espécies de maracujazeiro, por se comportarem sempre como
geracdo segregante (F;), possuem uma grande quantidade de locos
heterozigotos.

Reis et al. (2011), ao estudarem populacdes de dois ciclos de selecao
recorrente de P.edulis, obtiveram He=0,20 e Ho0=0,15. A baixa variabilidade
molecular neste estudo pode ser atribuida a perda e fixacdo de alelos pela
selecéo de genatipos favoraveis agronomicamente.

O contetudo médio de informacgao polimorfica (PIC), calculado para estimar
0 quanto cada iniciador foi informativo entre os acessos avaliados, variou de 0,28
(PE 37) e 0,64 (PEO0S8). Botstein et al. (1980) definiram a PIC como um indicador

de qualidade do iniciador do marcador estudado. Segundo tais autores, 0s
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marcadores serdo considerados altamente informativos, quando apresentarem
PIC superior a 0,5; razoavelmente informativos, quando possuirem valores entre
0,25 e 0,50; e, levemente informativos, os que obtiverem valores inferiores a 0,24.

De acordo com esta classificacdo, os locos PE0O8 e PE66 mostraram-se
altamente informativos com valores de PIC, 0,64 e 0,62, respectivamente; e 0S
locos PE37 (0,28) e PE38 (0,31), com menores valores de PIC, foram
razoavelmente informativos. O menor contetddo informativo, observado para
esses dois locos, deve-se ao fato de as frequéncias alélicas ndo terem sido
distribuidas de forma equitativa, com poucos alelos concentrando grande parte
das frequéncias alélicas. Esta concentracdo das frequéncias génicas levou a um
desvio da condicdo de maximo conteudo informativo de um loco, que ocorre
guando todos os alelos apresentam frequéncias semelhantes (Sefc et al., 1999).

Em relagédo ao loco PE37, 78,6% da frequéncia alélica foram concentrados
em apenas um dos alelos. O mesmo ocorreu no loco PE38, em que 72,4% da
frequéncia alélica se concentraram em apenas um alelo. Tais frequéncias
explicam os menores valores de PIC, o que indica que, no presente trabalho,
esses locos geram o menor contetdo informativo sobre os acessos analisados.

A diversidade genética do género Passiflora foi observada por meio da
analise de coordenadas principais, em que duas coordenadas explicaram 70% da

variacao total, sendo possivel visualizar em gréafico de dispersao (Figura 8).
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Figura 8. Distancia Genética entre espécies do género Passiflora
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De acordo com o grafico de dispersdo, foi possivel observar a distancia
entre a P. suberosa e P. micropetala das demais espécies, 0 que era esperado,
visto que essas duas espécies pertencem ao subgénero Decaloba,
diferentemente das demais espécies estudas, as quais estdo alocadas no
subgénero Passiflora. A diversidade genética também foi observada dentro deste
subgénero. A proximidade das espécies, como P. edulis, P. setacea, P. cincinnata
e também P. gibertii e P. mucronata, € sustentada pelo estudo de filogenia
molecular, em que foram utilizadas sequéncias conservadas plastidiais (Muschner
et al., 2003).

Na andlise de agrupamento (Figura 9), gerada com base na distancia de
Shared Allele, em que prioriza o compartilhamento de alelos entre os acessos, foi
possivel verificar a formacao de trés grupos. Esse agrupamento possibilitou uma
clara distincdo de dois subgéneros, Decaloba e Passiflora, sendo este ultimo

subdividido em dois grupos.
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Figura 9. Dendrograma obtido pela analise de agrupamento, utilizando a distancia
genética de Shared allele entre acessos de dez espécies de Passiflora e o
método de agrupamento UPGMA.

A distancia genética entre os acessos variou de 0,05 a 0,8. Essa variagao
caracteriza a expressiva diversidade entre os acessos analisados. A menor
distancia foi observada entre ALA235p1 e ALA235p3 (0,05), ambas pertencentes
a espécie P. alata. Ja a maior dissimilaridade foi observada entre as espécies P.
suberosa e P. edulis (0,80). A alta divergéncia entre P. edulis e P. suberosa
também foi encontrada nos estudos de Crochemore et al. (2003b). Essa elevada
dissimilaridade molecular pode ter contribuido para as diferencas morfologicas,
como diferentes modos de reproducdo, tamanho de flor e numero de
cromossomos, alocando-as em subgéneros distintos. O fato de essas espécies

estarem alocadas em subgéneros distintos e se diferenciarem em varios
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aspectos, como modo de reprodugcdo, tamanho de flor e numero de
cromossomos, pode ter contribuido para a elevada distancia genética entre essas
duas espécies.

O grupo | alocou as espécies P. suberosa e P. micropetala, sendo possivel
observar uma maior distancia desse grupo em relacdo aos demais. Muschner et
al. (2012) também encontraram relativa distancia entre o subgénero Decaloba, o
qual P. suberosa e P. micropetala fazem parte, e o subgénero Passiflora. Esta
dissimilaridade possibilita a utilizacdo dessas espécies como grupo externo no
estudo de espécies do subgénero Passiflora.

O grupo 1l foi constituido de acessos de P. setacea e P. edulis, o que
mostra a proximidade entre as duas espécies, indicando o potencial uso de
cruzamentos interespecificos. Cerqueira-Silva et al. (2009) quantificaram a
diversidade genética entre P. edulis e P. setacea por meio descritores fisico-
quimicos do fruto. Esses autores observaram que a variabilidade existente ente
essas espécies pode ser explorada por meio de cruzamentos interespecificos a
fim de aumentar o teor de sélidos sollveis e a producdo de polpa. Além de
melhorar caracteristicas fisico-quimicas do fruto, o cruzamento interespecifico
entre P. edulis e P. setacea é capaz de gerar hibridos que possuam genes de
resisténcia a virose do endurecimento do fruto, a que P. setacea é resistente.
Fonseca et al. (2009) realizaram cruzamentos interespecificos P. edulis e P.
setacea e obtiveram hibridos resistentes a essa doenca.

Por sua vez, o terceiro grupo reuniu P. cincinnata, P. caerulea, acessos de
P. setacea, P. alata, P. coccinea, P. gibertii, P. mucronata. A proximidade dessas
espécies também foi constatada no estudo Muschner et al. (2003), ao utilizarem
sequéncias conservadas a fim de realizar o primeiro estudo de filogenia molecular
do género. O compartilhamento de alelos entre essas espécies e a utilizacdo de
locos em regifes conservadas pode ter contribuido para este agrupamento.

O fato de P. setacea ser encontrada tanto no grupo Il quanto no grupo lli
mostra a variabilidade intraespecifica contida nesta espécie. A proximidade de P.
setacea de P. edulis e de P. cincinnata neste estudo também foi encontrada no
trabalho de Padua (2004) ao estudar a filogenia do género Passiflora.

Relacbes entre espécies de Passiflora foram estudadas por Croquemore et

al. (2003b) que analisaram 11 espécies e, entre estas, duas formas botanicas de
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P. edulis, com uso de marcadores RAPD. Viana et al. (2010) verificaram uma
ampla variabilidade ao analisarem seis espécies deste género, no entanto, ao
utilizarem marcadores RAPD e descritores morfolégicos, a relacdo entre as
espécies ndo se manteve. Santos et al. (2011) utilizaram marcadores ISSR para
acessar a variabilidade de P. edulis de diferentes origens.

A ampla diversidade observada € uma caracteristica do género Passiflora,
devido a fatores como a polinizacdo cruzada e ao sistema de
autoincompatibilidade (Viana et al., 2007). O conhecimento da diversidade
genética € de fundamental importancia para a conservacdo e manutencao de
recursos genéticos em programas de melhoramento (Costa et al., 2012),
permitindo entender a relacdo de parentesco entre 0s genotipos e identificar os
melhores genitores, para a obtencdo de maiores ganhos genéticos em
populacdes segregantes (Viana et al., 2003; Ganga et al., 2004). Este estudo
encontrou uma grande variabilidade genética entre as espécies avaliadas por
meio de microssatélites. Com o conhecimento da variabilidade genética no género
Passiflora, é possivel indicar cruzamentos interespecificos com o objetivo de
transferir alelos favoraveis, como o de resisténcia a doengas, para as espécies

cultivadas.
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6. CONCLUSOES

A caracterizacdo morfolégica e molecular foi eficiente para estimar a
diversidade existente entre 0s acessos.

Os descritores morfologicos e os marcadores microssatélites conseguiram
discriminar os subgéneros Decaloba e Passiflora.

Os descritores morfolégicos foram capazes de separar com clareza as
espécies em diferentes grupos. O mesmo nao foi constatado nas andlises
moleculares com SSR, em que a mesma espécie pode ser encontrada em varios
grupos.

As caracteristicas florais as que mais contribuiram para a variabilidade
genética.

Os iniciadores heter6logos amplificaram-se na maioria das espécies
analisadas, sendo possivel utiliza-los em diversos estudos moleculares com
espécies do género Passiflora.

Os marcadores SSR possibilitaram estimar a distdncia genética entre as

espécies.
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