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RESUMO

A espécie Passiflora cincinnata Mast. vem se popularizando no mercado e tem sido
considerada uma das espécies silvestres que possuem grande potencial para
contribuir com o melhoramento genético do maracujazeiro comercial. Diante do
exposto, este trabalho tem como objetivo avaliar genétipos de maracuja-do-mato (P.
cincinnata) por meio de descritores morfologicos e descritores agronémicos, além de
marcadores moleculares do tipo ISSR, visando identificar variabilidade genética. O
delineamento experimental foi em blocos casualizados em esquema simples com
cinco repeticbes, com duas plantas por parcela. Para caracterizacao
morfoagronémica foram avaliadas 22 caracteristicas quantitativas e 13
caracteristicas qualitativas. Para caracterizacdo molecular foram testados 12 primers
de ISSR. De acordo com os quadrados médios obtidos das analises de variancia
para as 21 caracteristicas avaliadas pode-se ressaltar as diferencas significativas
(p<0,01) entre as médias dos genoétipos para todos os caracteres avaliados.
Verificou-se que para os 21 descritores morfologicos avaliados, o que mais
contribuiu para a diversidade foi o Ml (média intern6dio) com 43,12%, seguido por
DH5 (diametro das hastes a 5 centimetros do solo) e LS (largura da sépala). A
similaridade média encontrada foi 68%. Os primers UBC 887 e UBC 841 se
destacaram com o0s valores mais altos para os atributos dos marcadores
observados, demonstrando aptiddo para serem utilizados em pesquisas de
diversidade em P. cincinnata. Foi diagnosticada baixa variabilidade genética entre os
genadtipos avaliados. Os gendtipos possuem potencial para serem utilizados em
programas de melhoramento, principalmente os que exploram a obtencédo de

passifloras ornamentais.

Palavras-chave: Recursos  genéticos; Melhoramento  genético; ISSR,
Passifloraceae; Passiflora cincinnata Mast.
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ABSTRACT

The Passiflora cincinnata Mast. species is gaining popularity in the market and it has
been considered a wild species that has great potential to contribute to the genetic
improvement of commercial passion fruit. This study aims to evaluate the genotypes
of wild passion fruit (P. cincinnata) by using morphological descriptors, agronomic
traits and molecular markers ISSR. The experimental was randomized blocks in
simple scheme with five replications and two plants per plot. For morphoagronomic
characterization were evaluated 22 quantitative traits and 13 qualitative
characteristics. For molecular characterization 12 ISSR primers were tested. Ac
cording to the mean squares obtained from the analyzes of the variance to 21 traits
evaluated, it can be highlighted that the significant differences (p <0.01) among the
means of the genotypes for all traits. It was found that for the 21 morphological traits
measured, which contributed most to the diversity was the MI (internode mean) with
43.12%, followed by DH5 (diameter stems to 5 cm of soil) and LS (spread sepal).
The average similarity found was 68%. UBC 887 and UBC 841 primers stood out
with the highest values for the attributes of the markers observed, demonstrating
suitability to use in researches of different types of P. cincinnata. It was diagnosed
low genetic variability among genotypes. The genotypes have potential to be used in
breeding programs, especially those exploiting obtaining ornamental passiflora.

Keywords: Genetic resources; Breeding; ISSR; Passifloraceae; Passiflora cincinnata
Mast.
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1 INTRODUCAO

Maracujazeiros sdo plantas da familia Passifloracea, que podem ser cultivadas
para produgdo de frutos, fins ornamentais e produtos farmacolégicos. O género
Passiflora engloba um grande numero de espécies, ultrapassando 400, sendo 120
oriundas do Brasil (BERNACCI, 2003). Apesar do numero de espécies alto, o
cenario comercial de maracuja fundamenta-se nas espécies: maracuja-amarelo ou
azedo (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Degener), maracuja-roxo (Passiflora edulis
Sims) e maracuja-doce (Passiflora alata Dryand).

O fruto do maracuja é bastante apreciado e é rico em sais minerais e vitaminas,
principalmente vitamina A e C. Seu suco possui aroma e sabor agradaveis e tem
grande aceitacdo em diversos mercados. O fruto ainda pode ser utilizado para
fabricacdo de geleias e outros doces, e também, sdo exploradas suas propriedades
farmacolégicas: extracdo de maracujina, passiflorine e calmofilase, utilizadas como
sedativo e antiespasmadicos (LIMA, 2002).

O Brasil destaca-se no cultivo de maracuja, com uma producédo de 714.000 t
em 2012. Do total produzido, a regido Nordeste contribui com 73% da producdao,
cerca de 524.000 t. Percebe-se um aumento consideravel na produtividade no
Nordeste, considerando-se que em 1996 contribuia com apenas 44% da producao
nacional. Grande parte do aumento da-se pela adocdo de tecnologia adequada e
implantacéo de irrigacao, destacando-se a producdo nos Estados da Bahia, Ceara e
Sergipe, que obtiveram, respectivamente, 317.000, 129.000 e 47.000 t de frutos
produzidos em 2012 (AGRIANUAL, 2012).

Passiflora cincinnata Mast. € uma espécie silvestre que vem se popularizando
no mercado, considerada umas das espécies silvestres que possuem grande
potencial para contribuir com o melhoramento genético do maracujazeiro comercial
(MELETTI et al., 2005). Essa espécie ainda pode ser usada na producdo de porta-
enxertos, pois apresenta resisténcia a doencas causadas por bactérias e
nematoides e tolerancia a seca (MELETTI et al., 2002; ARAUJO, 2007).

Conhecida popularmente como maracuja-do-mato, P. cincinnata Mast. € uma
espécie polimorfa, com frutos de forma e tamanho variaveis e distribuicdo ampla no
Brasil, sendo bastante apreciado no Nordeste (OLIVEIRA e RUGGIERO, 2005).
Apesar de ndo possuir tanta importancia comercial, a espécie € consumida in natura,
sendo comercializada em feiras livres, principalmente no sertdo de Pernambuco e na

Bahia, sendo também utilizada no preparo de doces e geleias. As plantas séo
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vigorosas, apresentando alguns genes de resisténcia a estresses bidticos e abidticos
(COELHO, 2009).

Segundo Araujo (2007), ao coletar genotipos de diferentes regides geogréficas,
€ importante realizar uma avaliagdo em um mesmo ambiente, desta forma pode-se
selecionar acessos com caracteristicas potenciais para determinados fins. Para
tanto, o estudo da divergéncia genética entre 0s acessos precisa ser realizado.
Oliveira Junior et. al (2010) cita a enorme diversidade de espécies nativas de
Passifloraceae no Brasil, dentre elas & possivel identificar quais possuem potencial
uso na producdo de defensivo, produtos farmacéuticos e em programas de
melhoramento genético.

Esta pesquisa teve como objetivo avaliar genétipos de maracuja-do-mato
(Passiflora cincinnata Mast.) por meio de descritores morfolégicos, descritores

agron6micos e marcadores moleculares do tipo ISSR.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CARACTERISTICAS BOTANICAS E ORIGEM DO MARACUJAZEIRO

Vanderplank (2000) identificou as espécies de maracujazeiro como
pertencentes a ordem Violales, tribo Passiflorae, familia Passifloraceae, com 18
géneros e cerca de 630 espécies, distribuidas essencialmente em regides tropicais,
sendo 95% delas predominantes na América do Sul e o restante na Asia, Austrélia e
América do Norte. Entretanto, Judd et al. (1999), utilizando-se dados moleculares,
identificaram a familia Passifloraceae como pertencente a ordem Malpighiales.

Segundo Vanderplank (1996), muitas espécies selvagens foram introduzidas
nas Américas do Norte e do Sul, na india Ocidental, nas ilhas Galapagos, Africa,
Australia e Filipinas. O local de origem de pelo menos 95% das espécies de
maracuja € a América do Sul. Nicolai L. Vavilov indica Passiflora ligulares Juss.
como originaria do sub-centro Peruano, Equatoriano e Boliviano, e P. edulis Sims do
sub-centro Brasileiro-Paraguaio, ambos do centro de origem Sul-americano.

A divisdo da familia Passifloraceae, proposta por Escobar (1988), compde-se
de 20 géneros, esta adotada também por Cervi (1997). A tribo Paropsieae conta com
seis géneros e 26 espécies, todos da Africa e Madagascar, e a tribo Passiflorieae é
representada por quatorze géneros e cerca de 400 espécies no Novo Mundo e dez
géneros e, aproximadamente, 160 espécies no Velho Mundo. Para Bernacci (2003),
a familia Passifloraceae é composta de 19 géneros.

O sistema de classificacdo mais utilizado é o de Killip (1938), que cita quatro
géneros para o Novo Mundo (Dilkea, Mitostemma, Tetrastylis e Passiflora) e oito
para o Velho Mundo (Adenia, Crossostemma, Deidamia, Hollrungia, Machadoa,
Schlechterina, Tetrapathaea e Tryphostemma). Desses, o género Passiflora é o mais
representativo da familia, com cerca de 400 a 500 espécies, das quais 100 a 200
sé@o autoctones do Brasil (LOPES, 1994). Feuillet e MacDougal (1999) sugeriram
alteracbes no sistema de classificacdo de Killip (1938), propondo uma nova
classificacdo infragenérica para Passiflora e recomendando a utilizacdo de apenas
quatro subgéneros no lugar dos 22 propostos. Os autores relataram que a nova
divisdo define melhor as relac¢des filogenéticas dentro do género Passiflora, sendo
os subgéneros de Killip (1938) reorganizados da seguinte maneira: Astrophea, com
cerca de 60 espécies e ndao modificado em relacdo a sua classificacdo original,

Deidamioides, com 16 espécies agrupando trés subgéneros, uma se¢éo e o género
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Tetrastylis; Decaloba, com mais de 200 espécies incluindo sete dos subgéneros de
Killip, compreendendo, principalmente, espécies com 0 numero basico de
cromossomos 6 (x = 6) e Passiflora, com mais de 220 espécies pertencentes aos
subgéneros Adenosepala, Tacsoniopsis, Rathea, Tacsonia, Granadillastrum,
Distephana, Calopathanthus, Tacsonioides, Passiflora, Dysosmia e Dysosmioides do
sistema de Killip e representadas, principalmente, por espécies com x = 9.

As espécies de Passiflora estdo agrupadas segundo o numero basico de
cromossomos, sendo x igual a 6, 9 ou 10. Niumeros de cromossomos (2n) iguais a
12, 18, 20, 22, 24, 36 e 84. Isto indica a ocorréncia de mecanismos evolutivos por
aneuploidia (2n+2=22) e poliploidia (2n=4x=36). Alguns autores sugerem que as
espécies com 2n=12 seriam as mais primitivas, ou ancestrais dos maracujazeiros,
enquanto as espécies do grupo 2n=18 seriam originarias de uma possivel
triploidizacdo do namero basico x=6 (LIMA, 2004). Todas as espécies comerciais
pertencem ao grupo cariolégico, com 2n =18 e 72.

O género Passiflora compreende trepadeiras herbaceas ou arbustivas,
raramente eretas. Possui caules cilindricos, angulosos ou quadrangulares, estriados
longitudinalmente, muito ramificadas, suberificadas, glabras, que em algumas
espécies, podem apresentar-se pilosas e atingir 5 a 10m de comprimento, composto
de 22 subgéneros divididos em seccdes e/ou séries. As trepadeiras apresentam
estruturas denominadas de gavinhas, que sdo modificacdes foliares, utilizada para
prender a planta a suportes, mas em algumas espécies sao ausentes. As raizes sao
do tipo axial e 73 a 85 % de todas as suas ramificacdes estdo concentradas entre 15
e 45 cm de profundidade (KILLIP, 1938, VANDERPLANK, 1996).

As folhas sdo alternas, geralmente simples, inteiras ou lobadas, raramente
compostas. Os peciolos podem ou nao apresentar glandulas nectariferas que variam
de tamanho, nimero e forma. Esta glandula ocorre na margem da bractea ou na
parte dorsal da folha, sendo uma caracteristica importante para a classificacéo
taxondmica. As estipulas sdo variaveis quanto a forma e bordo e também séo Uteis
para classificar a espécie (VANDERPLANK, 1996).

A flor é muito caracteristica do género, nascem das axilas das folhas em
brotagBes novas, tendo cinco estames, cinco pétalas e cinco sépalas, androginoforo
ereto com estames de extremidades livres e trés estigmas. O ovario é unilocular,
multiovulado, sobre o qual se encontra um estilete com estigma, geralmente,
tripartido (MATSUMOTO e SAO JOSE, 1991). Popularmente a flor é considerada
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como a flor da paixao, devido a sua forma: coroa de espinhos, cinco chagas, trés
pregos com que Jesus Cristo foi crucificado (GONCALVES e SOUZA, 2007).

Os estigmas estdo na extremidade dos estiletes e, de acordo com a curvatura
destes, encontram-se trés tipos de flores, as quais foram classificadas como de
estiletes totalmente curvos, parcialmente curvos e sem curvatura. Entretanto, as
flores com estiletes sem curvatura nao frutificam, mesmo com a polinizacdo manual
e controlada, isso ocorre devido a inviabilidade dos 6vulos; no entanto, o pélen é
vidvel quando transferido para outros tipos de flor (RUGGIERO et al., 1976).

Na maioria das espécies, as flores de Passiflora apresentam heterostilia,
autoincompatibilidade e protandria, que favorecem a polinizacdo cruzada (REGO et
al., 1999). Desta forma, a polinizacdo do género € predominantemente dependente
de agentes polinizadores, como abelhas de grande porte, beija-flores, mamangavas,
vespas, mariposas, borboletas e morcegos (SAZIMA; SAZIMA, 1978; OLIVEIRA,
1980; VARASSIN et al., 2001).

O maracuja apresenta pericarpo carnoso, indeiscente e varias sementes que
0 caracteriza como uma baga e nao dividido em léculos. As sementes sdo compridas
lateralmente, com testa reticulada ou verrucosa, cobertas por arilo saciforme,
suculento e colorido, de origem funicular (VANDERPLANK, 1996).

Dentro do género Passiflora encontram-se 50 a 60 espécies que produzem
frutos comestiveis (MARTIN e NAKASONE, 1970; PEREIRA et al., 1971). Dentre
estas, as principais espécies sao: P. edulis Sims f. flavicarpa Deg., P. edulis Sims, P.
alata, P. maliformis, P. setacea, P. nitida, P. macrocarpa, P. caerulea, P. cincinnata
Mast., Passiflora sp., P. coccinea, P. laurifolia, P. mixta, P. quadrangularis e P.
vitifolia. Passiflora edulis € a espécie mais cultivada em todo o mundo, seguida por
P. alata e P. quadrangulares (MANICA, 1981; OLIVEIRA et al., 1994).

2.2 Passiflora cincinnata MAST.

A espécie P. cincinnata é facilmente encontrada nos paises da América do
Sul, como Paraguai, Argentina, Brasil, Bolivia e Venezuela. No Brasil tem
distribuicdo ampla podendo ser encontrada em S&o Paulo, Rio de Janeiro, Minas
Gerais, Goias, Distrito Federal, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Pard, Piaui,
Ceara, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Alagoas e Bahia
(WONDRACEK, 2009).
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Planta comumente glabra, com caule cilindrico ou subanguloso, folhas
palmadas lobadas ou partidas, com lobos ou segmentos oblongos ou ovalado-
oblongos, com apice arredondado ou agudo, geralmente mucronado, serrulados.
Apresenta segmento terminal de base arredondada, peciolado, os laterais obliquos
na base, flores sdo axilares, de coloracdo azul-rosadas ou violaceas com fruto
ovoide ou globoso (CORREA, 1984).

A espécie € polimorfica, aspecto morfolégico com ampla variacdo, os frutos
podem ser grandes ou pequenos, havendo variacdo, também, na coloracao da flor e
da polpa. Diferente do maracujd amarelo, a casca do fruto permanece verde apés o
amadurecimento, os frutos apresentam-se em formatos ovoides ou oblongos com 5-
6 cm de comprimento por 3-4 cm de largura. A polpa comumente apresenta
coloragéo creme, as sementes s&o ovais com 0,5-0,6 cm de comprimento por 0,4 cm
de largura, foveoladas (WONDRACEK, 2009).

P. cincinnata € uma espécie silvestre, de importancia comercial regional,
popularmente conhecida como maracuja-mochila, maracuja-do-mato ou maracuja-
tubardo (BERNACCI et al., 2003). Seus frutos podem ser facilmente encontrados em
feiras livres e mercados municipais do sertdo de Pernambuco e Bahia, sendo
explorada apenas para subsisténcia e de forma extrativista (COELHO, 2009; KILL et
al., 2010), porém nos municipios de Curacd, Uaua e Canudos no Estado da Bahia,
ja observa-se unidades de producdo, onde o fruto € produzido, beneficiado e
processado na forma de geleia, muito apreciada pelo mercado internacional,
principalmente na Alemanha e Italia (ARAUJO, 2007).

Oliveira Junior et al. (2010) citam que o maracuja-do-mato € encontrado em
Goias, Minas Gerais e Bahia. E que na regidao Nordeste é comercializado na
entressafra do maracuja-amarelo, tornando-se uma fonte alternativa de renda para
pequenos agricultores.

Nos programas de melhoramento genético de maracuja, P. cincinnata
destaca-se como promissora, por ser tolerante a bactéria Xanthomonas campestri e
algumas espécies de nematodides. Possui periodo de florescimento ampliado,
androginéforo mais curto, compativel para utilizagdo como porta-enxerto e apresenta
resisténcia a seca (ARAUJO, 2007; MELETTI et al., 2002). Apesar da ampla
diversidade e distribuicdo no Brasil, Araujo (2007) evidencia que dos 599 acessos de
Passiflora armazenados nos bancos de germoplasma brasileiros, apenas 21 sao da

espécie P. cincinnata.



2.3 CARACTERES MORFOAGRONOMICOS

E de extrema importancia caracterizar diferentes genétipos coletados, o que
posteriormente permitirA um correto uso em programas de melhoramento e
utilizacdo por agricultores, possibilitando assim maiores ganhos genéticos
(COELHO, 2007). Além disso, a caracterizacdo fornece subsidio para um melhor
manejo dos acessos, conservacgao e preservacao (TORRES FILHO, 2008).

A caracterizacdo morfoldégica e agronébmica de germoplasma é baseada no
uso de descritores que visam individualizar fenotipicamente cada genoétipo
(RODRIGUES e ANDO, 2002). A descricdo e 0 registro de caracteristicas
morfoldgicas, citogenéticas, bioquimicas ou moleculares do material biol6gico, cuja
expressdo pode ou nédo ser influenciada pelo ambiente, favorece a utilizagédo
adequada dos recursos genéticos no melhoramento da espécie (FREIRE et
al.,1999).

Aratjo (2007) indica que as caracteristicas mais importantes para
discriminacdo entre acessos de maracujazeiro (P. cincinnata) sdo o diametro das
hastes, numero de glandulas foliares, numero de glandulas por bractea, viabilidade
de podlen, massa do fruto, massa da semente e massa total de frutos. Por serem
caracteristicas influenciadas pelo ambiente, as avaliacbes devem ser feitas em mais
de um ambiente.

Melo (2009) realizou a caracterizagcdo morfoagrondmica de oito genétipos de
maracuja azedo utilizando o nimero de frutos por planta, produtividade, peso médio
do fruto, rendimento de polpa, teor de sélidos sollveis totais, diametro equatorial e
longitudinal, relacédo entre diametro equatorial e longitudinal, espessura da casca,

pH, acidez total titulavel e relacédo entre teor de solidos sollveis e acidez titulavel.

2.4 MARCADOR MOLECULAR NO MELHORAMENTO GENETICO DE PLANTAS

A biotecnologia € uma ferramenta tecnoldgica valiosa na atualidade. Suas
funcionalidades contribuem para a estruturacdo de novos sistemas econémicos e
sociais, o desenvolvimento dos paises, especialmente a partir da manipulacdo das
menores estruturas que compdem o0s seres vivos. A biotecnologia envolvendo
plantas € um ramo milenar e processos biotecnologicos vém sendo utilizados desde
antiguidade, quando o ser humano ja buscava a melhoria de plantas através de
cruzamentos (BRASIL, 2010).
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A biotecnologia é conceituada como um conjunto de técnicas de manipulagcéo
de seres vivos ou parte destes, para fins econémicos. Esse conceito inclui técnicas
ja bastante utilizadas na agricultura, como a cultura de tecidos, a fixacdo biologica
de nitrogénio, controle bioldgico de pragas e utilizacdo de marcadores moleculares
(OLIVEIRA et al., 2012).

Com o advento das tecnologias modernas de genética e biologia molecular,
varios tipos de marcadores moleculares, que verificam o polimorfismo genético
diretamente no DNA, estdo sendo utilizados. As principais vantagens da utilizagéao
desses marcadores sdo a possibilidade de identificacdo direta pelo gendtipo e
identificacdo de polimorfismo (independente do estaddio de desenvolvimento da
planta). Além disso, o emprego dos marcadores moleculares permite estudos de
evolucdo, de diversidade genética inter e intraespecifica de identidade, origem
genética e identificacdo de novas variantes, tornando-se assim bastante importante
em programas de melhoramento genético (FALEIRO, 2007).

As principais tecnologias disponiveis sdo: Isoenzimas; RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA); RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism);
Microssatélites; AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism); Minissatélites,
CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence); SSCP (Single-Strand
Conformation Polymorphism); ISSR (Inter Simple Sequence Repeats); PCR-
Sequencing; Marcadores Baseados em Retrotransposons; Marcadores Baseados
em Gendmica Funcional e SNP (Single Nucleotide Polymorphism) (FALEIRO, 2007).

E crescente a utilizacdo de marcadores moleculares de DNA para auxiliar 0s
procedimentos de selecdo e melhoramento de diversas espécies. Essa ferramenta
possibilita analisar a variabilidade genética, identificar gendtipos ou genes
especificos e detectar possiveis associacdes entre marcadores e as caracteristicas
fenotipicas (VIEIRA et. al, 2005).

Marcadores genéticos moleculares abrangem inUmeras vantagens,
destacando-se pelo fato de néo estarem influenciados pelo ambiente e serem
independentes do estagio de desenvolvimento da planta, consistindo em uma
importante ferramenta aos programas de melhoramento genético (ZIETKIEWICZ et
al., 1994).

2.5 MARCADOR ISSR
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A utilizacdo de marcadores moleculares ISSR (Inter Simple Sequence
Repeats) tem aplicabilidade para diversos fins tais como: analise de diversidade
genética, “fingerprinting” e selegdo assistida (COSTA et al., 2010), estudos
taxondbmicos para delimitacdo de espécies complexas (SCHNEIDER, 2009;
RODRIGUES, 2010; MICHELAN et al., 2012), caracterizacdo de cultivares
(ALMEIDA et al., 2009) e estudos populacionais (MERRILL et al., 2012).

Os marcadores ISSR s&o marcadores moleculares semiarbitrarios,
dominantes, amplificados via PCR em presenca de um primer complementar a um
microssatélite (SOUZA et al., 2005). A desvantagem desse marcador € que
apresenta menos polimorfismo, se comparado aos marcadores SSR (BUSSELL et
al., 2005). Por tratar-se de um marcador dominante, ndo diferenciam os individuos
homozigotos dos heterozigotos, porém, apresentam vantagens em relacdo a outros
marcadores moleculares por analisar locos mdltiplos em uma (nica reacao
(GOULAO e OLIVEIRA, 2001).

O meétodo de ISSR é baseado em microssatélite e fornece resultados de alta
reprodutibilidade gerando polimorfismo em muitos sistemas. E uma técnica de
desenvolvimento simples e os procedimentos laboratoriais podem ser transferidos
para qualquer espécie vegetal (BARTH et al., 2002). Nesta técnica os primers sao
formados por regides de microssatélite de 16 a 25 pb, tidas como longas, 0 que a
torna mais segura que o RAPD (REDDY et al., 2002). O produto de amplificacéo
apresenta de 200 a 2000 pb e necessitam de temperaturas elevadas durante o
anelamento por possuirem maior superficies de ancoragem (COSTA, et al. 2010).

Variabilidade é uma caracteristica do género Passiflora, visto que a maioria
das espécies sdo alégamas, auto-incompativeis e se cruzam facilmente (VIANA,
2002). De acordo com Santos et al. (2009), estes marcadores mostraram dentre e
entre acessos de maracujazeiro uma ampla variabilidade revelando ser uma fator
positivo para a caracterizacdo molecular de germoplasma.

Costa et al. (2012) evidenciam o potencial uso do marcador ISSR na
determinacao do polimorfismo molecular em maracujazeiro amarelo e identificou que
a intensa atividade para o melhoramento genético da espécie tem reduzido a sua
variabilidade genética. Ao estudar a diversidade genética intraespecifica da espécie,
agruparam-se acessos de acordo com a origem genética, diante disso pode-se
identificar possiveis cruzamentos buscando maior variabilidade.

Santos et al. (2011) ao avaliarem a variagdo genética entre acessos de

maracuja doce, roxo e amarelo utilizando primers ISSR, salientam que marcadores
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ISSR podem ser U(teis para estudos de diversidade genética, para fornecer
informacbes praticas na selecdo dos pais e a fim de auxiliar nas estratégias de
reproducao e conservacao da espécie.

Costa et al. (2010) visando determinar a variabilidade genética presente em
acessos do banco de germoplasma e em acessos melhorados do programa de
melhoramento genético do maracujazeiro da Embrapa Mandioca e Fruticultura
Tropical, com o uso de marcadores ISSR, encontraram grande quantidade de
bandas polimoérficas e um dendograma dividido em dois grande grupos. O estudo
realizado conclui que os marcadores ISSR mostrou-se uma ferramenta valiosa para
estudo de diversidade genética dentro de P. edulis. A variabilidade presente nos
acessos que compde os Bancos de Germoplasma podera ser utilizada para geracéo
de novas populacbes de melhoramento. E a heterogeneidade presente na
populacdo de meios irmdos podera ser de grande utilidade para selecdo dos
individuos que irdo compor 0s novos ciclos de recombinacdo na selecao recorrente.

O uso de marcadores moleculares em melhoramento de plantas é bastante
amplo (MOULIN et al.,, 2012), vai desde culturas de importancia econdomica a
espécies silvestre (ALMEIDA, 2006). Vérios estudos realizados tém demonstrado
sua eficiéncia (ROSSI et. al., 2009) na selecdo de gendtipos a serem usados

futuramente como genitores de novas cultivares (COSTA et al., 2010).
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DIVERSIDADE GENETICA ENTRE GENOTIPOS DE MARACUJA-DO-MATO POR
MEIO DE DESCRITORES MORFOAGRONOMICOS E MARCADOR MOLECULAR?

TIAGO VINICIUS BATISTA DO CARMO?", LUIZA SUELY SEMEN
MARTINS®, ROSIMAR DOS SANTOS MUSSER* MAIRON MOURA DA SILVA®, JOSE
PEROBA OLIVEIRA SANTOS®

RESUMO - A espécie Passiflora cincinnata Mast. vem se popularizando no mercado e tem sido
considerada uma das espécies silvestres que possui grande potencial para contribuir com o
melhoramento genético do maracujazeiro comercial. Diante do exposto, este trabalho tem como
objetivo avaliar gendtipos de maracuja-do-mato (P. cincinnata) por meio de descritores
morfolégicos, descritores agronémicos e marcadores moleculares do tipo ISSR visando
identificar variabilidade genética. O delineamento experimental foi em blocos casualizados em
esquema simples com cinco repeticbes, com duas plantas por parcela. Para caracterizacdo
morfoagrondmica foram avaliadas 22 caracteristicas quantitativas e 13 caracteristicas
qualitativas. Para caracterizagdo molecular foram testados 12 primers de ISSR. De acordo com 0s
quadrados médios obtidos das analises de variancia para as 21 caracteristicas avaliadas pode-se
ressaltar as diferencas significativas (p<0,01) entre as médias dos gendétipos para todos o0s

caracteres avaliados. Verificou-se que para os 21 descritores morfologicos avaliados, o que mais
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contribuiu para a diversidade foi o MI (média internddio) com 43,12%, seguido por DH5
(didmetro das hastes a 5 centimetros do solo) e LS (largura da sépala). A similaridade média
encontrada foi 68%. Os primers UBC 887 e UBC 841 se destacaram com 0s valores mais altos
para os atributos dos marcadores observados, demonstrando aptiddo para serem utilizados em
pesquisas de diversidade em P. cincinnata. Foi diagnosticada baixa variabilidade genética entre
0s genotipos avaliados. Os genotipos possuem potencial para serem utilizados em programas de

melhoramento, principalmente os que exploram a obtencao de passifloras ornamentais.

Palavras-chave: Recursos genéticos. Melhoramento genético. ISSR. Passifloraceae. Passiflora
cincinnata Mast..

GENETIC DIVERSITY AMONG WILD PASSION FRUIT GENOTYPES THROUGH
DESCRITORES MORFOAGRONOMICOS AND GENETIC MARKER

ABSTRACT- The Passiflora cincinnata Mast. species is gaining popularity in the market and it
has been considered a wild species that has great potential to contribute to the genetic
improvement of commercial passionfruit. This study aims to evaluate the genotypes of wild
passion fruit (P. cincinnata) by using morphological descriptors, agronomic traits and molecular
markers ISSR to identify the genetic variability. The experimental was randomized blocks in
simple scheme with five replications and two plants per plot. For morphoagronomic
characterization were evaluated 22 quantitative traits and 13 qualitative characteristics. For
molecular characterization 12 ISSR primers were tested. According to the mean squares obtained
from the analyzes of variance for 21 traits evaluated, it can be highlighted the significant
differences (p <0.01) among the means of the genotypes for all traits. It was found that for the 21
morphological traits measured, which contributed most to the diversity was the Ml (internode
mean) with 43.12%, followed by DH5 (diameter stems to 5 cm of soil) and LS (spread sepal).
The average similarity found was 68%. UBC 887 and UBC 841 primers stood out with the
highest values for the attributes of the markers observed, demonstrating suitability to use in

researches of different types of P. cincinnata. It was diagnosed low genetic variability among
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genotypes. The genotypes have potential to use in breeding programs, especially those exploiting
obtaining ornamental passiflora.

Keywords: Genetic resources. Breeding. ISSR. Passifloraceae. Passiflora cincinnata Mast.

INTRODUCAO

O maracuja, pertencente ao género Passiflora faz parte da familia Passifloraceae que é
constituida por 18 géneros e mais de 630 espécies (MILWARD-DE-AZEVEDO;
BAUMGRATZ, 2004). O Brasil € identificado como centro de diversidade genética do género, ja
que cerca de 150 espécies sdo encontradas no territdrio brasileiro, sendo 87 endémicas (CERVI et
al., 2010).

As espécies do género Passiflora sdo utilizadas na industria farmacéutica para retirada de
passiflorina, dentre outras substancias; no agronegocio de plantas ornamentais, devido a
incomparavel beleza de suas flores, que apresenta multiplicidade de cores e formatos; e na
producdo de frutos para o mercado de consumo in natura ou para a industria de sucos (ABREU et
al., 2009; MELETT] et al., 2005) .

A producdo de frutos € o foco principal da cultura, na espécie Passiflora edulis f.
flavicarpa, gerando mais de 200 mil empregos diretos e indiretos. Sdo 61.842 hectares plantados
em todo Brasil possibilitando a producdo de 923.035 toneladas de frutos. O rendimento €, em
média, 14,92 toneladas por hectare, registrado no ano de 2012. O Brasil € o maior produtor
mundial de maracuja, sendo a regido Nordeste detentora da maior producéo da cultura, com uma
area colhida de 44.932 hectares, com producdo de 563.346 toneladas de frutos, dispondo assim
72,59% da producédo nacional. Destacam-se os Estados da Bahia, Ceara e Sergipe, Pernambuco
estd no nono lugar no ranking nacional, com 1.224 hectares plantados, produzindo 14.512
toneladas de frutos (MELETT], 2011; IBGE, 2012).

As espécies que detém maior importancia comercial sdo Passiflora edulis Sims. f.
flavicarpa (maracuja-azedo) e P. alata Curtis (maracuja-doce). Sendo que, aproximadamente,

90% da producdo nacional é constituida pelo cultivo de maracuja-azedo. Algumas outras
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espécies, também, merecem destaque, porém sd possuem visibilidade regional, sendo essas:
‘maracuja-meldo’ (P. quadrangularis L.), ‘maracuja-suspiro’ (Passiflora nitida Kunth.),
‘maracuja-azul’ (P. caerulea L.) e ‘maracuja-do-mato’ (P. cincinnata Mast.) (MELETTI et al.,
2005).

As espécies do género Passiflora vém sendo utilizadas em diversos estudos com objetivo
de verificar o potencial agronémico e a qualidade fisico-quimica de seus frutos, a fim de serem
exploradas e possibilitarem o fornecimento de genes relacionados a qualidade dos frutos e
resisténcia a doencas. A diversidade de caracteristicas encontradas nessas espécies permite a
adocdo de diferentes espécies em variados programa de melhoramento, pois possuem potencial
para atender a distintos nichos de mercado.

A espécie P. cincinnata vem se popularizando no mercado e tem sido considerada uma
das espécies silvestres que possuem grande potencial para contribuir com o melhoramento
genético do maracujazeiro amarelo (MELETTI et al., 2005). Essa espécie apresenta
compatibilidade na producdo de porta-enxertos, resisténcia a doencas causadas por bactérias e
nematoides e tolerancia a seca. Conhecida popularmente como maracuja-do-mato, P. cincinnata
é uma espécie polimorfa, com frutos de formas e tamanhos variaveis e distribuicdo ampla no
Brasil, sendo bastante apreciado na regido nordeste (ARAUJO et al., 2008). Diante disso, é
importante conhecer a variabilidade genética do género Passiflora, pois as informagdes
disponiveis ainda sdo incipientes. Estudos basicos relacionados a caracterizacdo e a avaliacdo do
germoplasma do referido género, com uso de descritores morfoldgicos, agronémicos e
moleculares devem ser incentivados, pois sdo de grande valia em programas de melhoramento
genético da cultura (FREITAS et al., 2011).

A caracterizacdo de gendtipos de maracuja-do-mato torna-se fundamental ja que vem se
popularizando e sendo utilizado em diversas linhas de programas de melhoramento, pois possui
potencial floristico e de uso como porta-enxerto, além de contribuir para a diversificacdo do
consumo in natura de frutos.

Diante do exposto, este trabalho tem como objetivo avaliar gendtipos de maracuja-do-
mato (P. cincinnata) por meio de descritores morfologicos, agrondmicos e marcadores

moleculares do tipo ISSR visando identificar variabilidade genética.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido, no periodo de fevereiro de 2013 a fevereiro de 2014, na
Estacdo Experimental-Fazenda Vista Alegre, situada no municipio de Brejdo, Agreste Meridional
do Estado de Pernambuco, distante 255 km de Recife, e pertencente ao Instituto Agronémico de
Pernambuco (IPA). A sede localiza-se na altitude aproximada de 788 m, nas coordenadas
geograficas de 09° 01° 49 S e 36° 34’ 07 W. O clima ¢ classificado, segundo Képpen, como Cs’a,
mesotérmico com verdo seco e quente continental. A estacdo chuvosa se inicia em
janeiro/fevereiro com término em setembro, podendo se prolongar até outubro (LAMEPE/ITEP,
2011). Na tabela seguinte observam-se os indices de temperatura média, umidade relativa e

precipitacdo registrada na area experimental durante o periodo de realiza¢do do experimento.

Tabela 1. Temperatura média, umidade relativa e precipitacdo registrada na area experimental
durante o periodo de fevereiro de 2013 a fevereiro de 2014. Brejdo-PE, 2014

Ano Meses Temperatura média (°C)  Umidade relativa (%)  Precipitacdo (mm)

2013 Fevereiro 23.4 84.5 3.7
Margo 24.7 84 4.4

Abril 22.15 925 123.2

Maio 20.9 95 81.4

Junho 21.58 935 146.6

Julho 19.53 96.25 199.6

Agosto 20.75 87 144

Setembro 22.28 82 33.7
Outubro 25.2 70 53
Novembro 20.7 92 34

Dezembro 22.65 81.25 58.6

2014 Janeiro 23.75 435 12.5
Fevereiro 23.95 85 32.9

Adaptado de APAC, 2014.

As sementes dos diferentes gendtipos de P. cincinnata utilizadas neste trabalho foram
oriundas de: Genotipo 01 - Instituicdo Doadora (ID): Coopercuc (Uauéd/Bahia), Gendtipo 02 -
Coleta (LC): Chd Grande/PE, Gendtipo 03- ID: EMBRAPA (Banco de Germoplasma de
Passiflora (BPG) - 268), Genotipo 04- LC: Vigosa/MG, Gendtipo 05- LC: Jaboticabal/SP,
Gendtipo 06- LC: Jaboticabal/SP e Gendtipo 07-1D: EMBRAPA (BPG-016).
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Para quebra de dorméncia das sementes utilizou-se o regulador de crescimento &acido
giberélico GA4+7 e N-(fenilmetil)-1H-6-aminopurina a 1,8%, sendo entdo as sementes
submetidas & imers&o por 24 horas. Foram semeadas trés sementes por tubete contendo 55 cm® de
substrato comercial Plantmax® e mantidos em casa de vegetacédo, sendo regados diariamente.

A medida que as mudas alcangavam trés pares de folhas, essas eram repicadas para sacos
plasticos pretos de polietileno de 28 x 14 cm, contendo substrato comercial Plantmax®. As
necessidades nutricionais dos genotipos na fase de mudas foram supridas com solugdo nutritiva
contendo 0s macro e micronutrientes essenciais, sendo aplicada semanalmente. Apds as mudas
atingirem 25 c¢cm de altura, cerca de 50 dias ap6s o plantio, foram transplantadas para o local
definitivo, na area experimental. Foi utilizado o delineamento de blocos casualizados em
esquema simples, o experimento foi composto de sete linhas, tendo sido duas consideradas
bordaduras, as cinco linhas restantes constituiram os blocos. Consideraram-se sete tratamentos
(gendtipos), cinco repeticdes com duas plantas por parcela, com espacamento 2 m entre linhas e 4
m entre plantas. O sistema de sustentacdo foi em espaldeira vertical com um fio de arame liso n°
12 a 1,7 m de altura.

As dimensdes das covas de plantio foram 40x40x40 cm, sendo as adubacdes realizadas de
acordo com analise de solo e seguindo as recomendacfes de adubacdo para o Estado de
Pernambuco, o sistema de irrigacéo utilizado foi microasperséo.

Foram avaliadas as seguintes caracteristicas quantitativas:

Em relacéo a folha: Area foliar (AF) medida com aparelho (Area Meter AM300) digital de
leitura direta em mm?; Média do peciolo (MP) média de cinco peciolos e Glandulas foliares (GF)
contadas na parte abaxial de cinco folhas. As medicGes foram realizadas com o auxilio de
paquimetro digital obtidas em milimetros.

Em relacdo a flor: Comprimento das bracteas (CB), obtido a partir de cinco bracteas na
pré-antese das flores; Nimero de glandulas nas bracteas (NGB) foram obtidos de cinco bracteas
na pré-antese das flores; Diametro das flores (DF), a partir dos pontos extremos da flor; Diametro
da corona (DC), a partir dos pontos extremos dos filamentos da corona; Comprimento da série
externa dos filamentos (CSEF) e Comprimento da série interna dos filamentos (CSIF), a partir da
insercdo no receptaculo da flor até o apice; Comprimento médio dos filamentos (CMF);

Comprimento da pétala (CP), desde a insercdo na flor até o apice; largura da pétala (LP), na
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maior dimensdo; Comprimento da sepala (CS), desde a inser¢do na flor até o apice; Largura da
sépala (LS), na maior dimenséo; Comprimento do pedunculo floral (CPF), a partir do receptaculo
da flor até a insercdo no caule e Largura da bractea (LB) na maior dimensdo. Foram avaliadas
cinco flores em duas plantas nos cinco blocos, totalizando 50 flores por genotipo para
caracterizacdo morfoldgica floral, cujas avaliagBes iniciaram por ocasido do florescimento de
cada genotipo. As medicGes foram realizadas com o auxilio de paquimetro digital obtidas em
milimetros.

Em relacdo a planta: Diametro das hastes a 5 centimetros do solo (DH5) e a 10
centimetro do solo (DH10), tomado na parte basal do caule com auxilio de paquimetro digital e
expressa em mm; Média Internddio (MI) medido até a altura de 1,0m do colo das plantas,
realizada com auxilio de fita métrica obtido em centimetros; Ndmero de dias para alcancar a
espaldeira (NDAE), nimero de dias desde o transplantio até o ramo principal alcancar a
espaldeira; Numero de folhas por ramo (NF), nimero de folhas no ramo principal ao atingir a
espaldeira e Brotacdo da planta proveniente da raiz (BNR), determinado pela contagem das
plantas novas brotadas dentro das covas ao redor da planta matriz e transformado em
porcentagem.

Dentre os caracteres qualitativos foram avaliados: Cor da Sépala; Cor da Pétala e Cor dos
filamentos internos, externo e intermediario, onde foi utilizada a Carta de Cores de Munsell para
Tecido Vegetal. A forma da bractea, margem da folha, I6bulos, segmento central, apice da folha,
forma da estipula e forma dos filamentos foram avaliados seguindo descri¢do de Cervi (1997).

Os descritores morfoagrondmicos utilizados foram 0s comumente empregados para
Passifloraceas e os descritores oficiais de Passifloras ornamentais (BRASIL, 2012), porém foram
acatadas modifica¢bes propostas por Araujo et al. (2008) e algumas foram modificados conforme
necessidade. Os dados em porcentagens foram transformados em arco seno V(x/100).

As analises moleculares foram efetuadas no Laboratério de Biotecnologia Vegetal do
Departamento de Agronomia da UFRPE. O DNA foi extraido de cerca de trés gramas de folha
macerado em nitrogénio liquido, segundo metodologia proposta por Doyle e Doyle (1990), com
modificagdes. Foi adicionado 5 pL de tampé&o de extragcéo (4 % CTAB; 100 mM Tris HCL; 3
mercaptoetanol) ao material macerado. As amostras foram submetidas a banho-maria, a 60 °C

por 10 minutos, para solubilizacdo e homogeneizacao da suspensdo. Para a remocao das proteinas
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foi realizada uma lavagem com cloroférmio etanol (24:1) e centrifugada a 14.000 rpm por 10
minutos. O sobrenadante foi submetido a segunda lavagem com cloroférmio etanol e novamente
centrifugado. A fase aquosa foi recuperada e a ela adicionada alcool isopropilico na proporcao de
2/3 do volume inicial, para a precipitacdo dos acidos nucléicos. Apds duas horas de repouso, a
solugéo foi centrifugada por 10 minutos a 14.000 rpm. O “pellet” seco foi resuspendido em
tampéo TE (Tris 50 mM + EDTA 10 mM, pH 8,0) contendo RNAse (10 ng/mL), a 37 °C, por
uma hora. Ao DNA reprecipitado, foi adicionando NaCl 5M na proporcdo 1:10 (NaCl:DNA
resuspenso) e 2/3 do volume de isopropanol, incubando a 20° C por trés horas, para em seguida
ser centrifugado por 10 minutos a 14.000 rpm. O precipitado de DNA seco foi, outra vez, re-
suspenso em tampdo TE. Ao fim da extracdo, cada uma das amostras foi quantificada (ng/pL) no
quantificador NanoVue Plus (GE healthcare®) e armazenadas a -20 °C. A concentracdo de cada
amostra foi padronizada para 50 ng/pL.

Foram testados 12 primers de ISSR, sendo selecionados de um conjunto produzido pela
University of Bristish Columbia, Vancouver, Canada, para Sphagnum angermanicum Melin e
Pogonatum dentatum (Brid.). As reac6es de amplificacdo foram realizadas para um volume final
de 15 pL, contendo 1 pL. do DNA molde, 0,3 pL de Taq DNA polimerase (Invitrogen), 10 uL de
H,O deionizada, 1,5 uL. de MgCl,, 0,3 uM de cada ANTPs e 1 uM de primer. As amplificacGes
do DNA foram realizadas em termociclador MJ Reseach, Inc., PTC100 Programmable Thermal
Controller (Watetown,USA), nas seguintes condi¢fes: 15 minutos a 95° C (desnaturacdo inicial);
seguido por 30 ou 35 ciclos de 30 segundos a 94° C (desnaturacédo); 45 segundos a 49 ou 58° C
(anelamento); 2 minutos a 72° C (extensdo) e 7 minutos a 72° C (extensao final). O nimero de
ciclos e a temperatura de anelamento adotados variaram de acordo com o primer utilizado.

Os produtos das amplificacGes foram separados em gel de agarose 2,0% e corado com
SYBR Gold (Invitrogen), utilizando-se o marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen),
sendo visualizados sobre luz ultravioleta e registrados no fotodocumentador digital Vilber
Lourmat. Os produtos das amplificacdes foram tabulados como 1 (presenca) e O (auséncia) de
bandas para os sete genotipos. A similaridade entre todos os genotipos foi calculada através do
Simple Matching (SM). O célculo da similaridade foi feito utilizando o programa computacional

NTSYSpc versdo 2.01, o qual gerou a matriz de distdncia genética entre os genotipos. Para
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construcdo do dendrograma, a partir da matriz, foram gerados grupos através do método da média
aritmética ndo ponderada UPGMA (Unweighted pair Group Method with Arithmetic Average).

O poder discriminatorio dos primers foi determinado através dos seguintes parametros: PIC
(Polymorphism Information Content — conteldo da informacgédo de polimorfismo), MI (Marker
Index — indice do marcador) e RP (Resolution Power — poder de resolucdo). O valor do PIC para
cada primer foi obtido por meio da formula P\C; = 2 f; (1-f), P\C; igual ao contetdo de
informacao do polimorfismo do marcador i, f; referente a frequéncia de fragmentos presentes do
marcador por acesso e 1-f; a frequéncia de fragmentos ausentes. Em seguida obteve-se a média
dos valores de PIC dos fragmentos de cada primer. O MI foi obtido por meio da expresséo: Ml =
PIC x n x ny/(n, + nm), sendo n o ndmero médio de fragmentos por primer, n, 0 nimero de
fragmentos polimdrficos e np, 0 nimero de fragmentos monomarficos. Utilizando a férmula RP =
¥ I, encontrou-se o poder de resolucdo de cada primer, onde I, € o nivel de informacéo de cada
fragmento. O I, é dado em uma escala de 0 - 1 utilizando a férmula: I, = 1-(2 x |0,5-
fi)(VARSHNEY et al., 2007). A correlacdo entre os indices obtidos foi testada pelo coeficiente

de Pearson utilizando o programa BioEstat 5.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os caracteres morfoldgicos das folhas, apresentados na Tabela 2, agrupam dois genétipos
com folhas pentalobadas de margem e segmento central serrilhado e apice da folha obtuso. Esses
genotipos sao oriundos de Cha Grande/PE e Vigosa/MG. O segundo grupo, com cinco genotipos,
apresenta dois gendtipos de Jaboticabal/SP (05 e 06), um genétipo de Uaud/BA (01) e dois
gendtipos oriundos do Banco de Germoplasma da Embrapa (07 e 03). O (nico caréater
relacionado a caracteristicas morfoldgicas das folhas que diferiu entre os genotipos foi o apice da
folha.
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Tabela 2. Caracterizacao dos gendtipos de Passiflora cincinnata Mast. quanto a margem da folha,
ao namero de l6bulos e ao segmento central. Brejdo-PE, 2014

) Numero de  Segmento
Gendtipos Margem da folha Apice da folha  1ébulos central
01- ID: Coopercuc (Uaué/Bahia) Serrilhada Arredondado Pentalobado Serrilhado
02- LC: Cha Grande/PE Serrilhada Obtuso Pentalobado Serrilhado
03- ID: EMBRAPA (BPG-268) Serrilhada Arredondado Pentalobado Serrilhado
04- LC: Vicosa/MG Serrilhada Obtuso Pentalobado Serrilhado
05- LC: Jaboticabal/SP Serrilhada Arredondado Pentalobado Serrilhado
06- LC: Jaboticabal/SP Serrilhada Arredondado Pentalobado Serrilhado
07- ID: EMBRAPA (BPG-016) Serrilhada Arredondado Pentalobado Serrilhado

Instituicdo Doadora (ID); Local da Coleta (LC); Banco de Germoplasma de Passiflora (BPG).

Quanto a forma dos filamentos externos, observa-se a formacao de dois grupos, um grupo

com cinco gendtipos com filamentos externos da flor ligulados e o outro com dois genotipos com

filamentos externos da flor filiformes (Tabela 03).

A variacdo de cores dos filamentos da flor nas trés series, coloracdo da sépala e pétala ndo

permitiu a determinagdo de agrupamentos (Tabela 3). Essas cores foram obtidas de acordo com a

escala de cores de tecidos da carta de Munsell. Essa variabilidade de cores encontrada destaca o

grande potencial ornamental da espécie.

Em relacdo ao numero de estigmas, diferente da variacdo encontrada por Aradjo et al.

(2008), todos os genotipos apresentaram trés estigmas, ndo foram observados variantes.
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Tabela 3. Tratamentos, formas dos filamentos externos e cores das sépalas, das pétalas e dos
filamentos nas trés séries (externa, intermediéria e interna) das flores de genoétipos de Passiflora
cincinnata Mast. Brejdo-PE, 2014

Formas dos  Cor dos filamentos da flor nas trés séries

filamentos Cor da Cor da
Genotipos da flor Externa Intermedidria Interna sépala pétala
01- ID: Coopercuc
(Vaué&/Bahia) Ligulados  10P 6/12 5RP 6/18 75RP 3/12 5RP8/10 10P 6/4
02-LC: Cha
Grande/PE Ligulados  10P 8/4 10P 9/6 10RP 3/12 5RP 9/4 10P 9/4
03- ID: EMBRAPA
(BPG-268) Ligulados  10P 5/10 10P 6/16 7.5RP 3/10 10P 7/4  10P5/10
04- LC: Vigosa/MG Filiforme 10P 3/4 5RP 7/4 7.5P 1/8 10P 3/4 10P 6/6
05- LC:
Jaboticabal/SP Ligulados  7.5P5/12  2.5RP 5/12 10RP 1/10  7.5RP7/4  10P 9/4
06- LC:
Jaboticabal/SP Filiforme 5P 3/6 7.5RP 5RP 1/10 5P 8/6 5P 8/8
07- ID: EMBRAPA
(BPG-016) Ligulados  10P 3/12 5RP 8/6 5RP 6/14 10P 7/4  5RP 9/6

Instituicdo Doadora (ID); Local da Coleta (LC); Banco de Germoplasma de Passiflora (BPG).

Observou-se que a abertura das flores se dava a partir das 5 horas da manh& e nos dias
nublados, com temperatura mais baixa com ou sem chuvas o horario inicial da abertura das flores
tinha inicio a partir das 7 horas. O horario de fechamento se dava a partir das 16 horas. Em
relacdo a abertura e fechamento das flores todos os gendtipos tiveram comportamento
semelhante.

Kill et al. (2010), analisando a biologia reprodutiva de P. cincinnata na regido de
Petrolina/Pernambuco, identificaram que a antese das flores é diurna e ocorre as 06:00 horas,
sendo caracterizada pelo lento afastamento das bordas da corola e do célice. Nesta fase, as anteras
estdo deiscentes, os graos de polen estdo disponiveis e apresentam alta viabilidade (96,93%), os
estigmas estdo receptivos (das 4h as 17h). E o tempo de vida da flor é de aproximadamente nove
horas, sendo assim o fechamento das flores se da em média por volta das 16 horas.

As bréacteas dos gendtipos utilizados na pesquisa sdo folidceas e glandulares com formato
ovalado e as glandulas presentes somente na base. J& com relagdo as estipulas, todas séo lineares
e subuladas. Encontrando-se variagdo somente nas bordas, o genoétipo 01 (Uaud/BA) possui a
borda lisa e os demais possuem a borda serrilhada (Tabela 4).

Quanto a percentagem de brotacdo de plantas novas provenientes da raiz (BNR), verificou-

se que houve variacio de 0 a 80% (Tabela 4). indices que corroboram com os encontrados por
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Arauljo et al. (2008), que ainda salientam que P. cincinnata mesmo cortado, rebrota e produz no
ano seguinte. Perante a dificuldade de producdo de mudas utilizando sementes, essa caracteristica
pode ser explorada, sendo a estaquia uma boa alternativa para propagar plantas superiores,
possibilitando a implantacdo de pomares tecnicamente superiores. Na formacédo do pomar deve-
se manter a variabilidade, ja que a espécie P. cincinnata possui autoincompatibilidade.

Santos et al. (2012), avaliando a propagacdo vegetativa de estacas de P. cincinnata,
verificaram que o indices de porcentagem de estacas enraizadas foram altas, chegando a 84,38%
de enraizamento. Salienta-se que a espécie possui altos indices de enraizamento e formacéo de
brotacdo de plantas novas provenientes da raiz, essa caracteristica pode vir a ser explorada em
trabalhos relacionados a estaquia e enxertia.

Tabela 4. Caracterizacao das bracteas e das estipulas dos gendtipos de Passiflora cincinnata
Mast. avaliados. Brejdo-PE, 2014

Forma das Bordadas  Porcentagem de
Gendtipos bracteas Glandulares estipulas brotacédo (%)
01- ID: Coopercuc (Uaué/Bahia) Ovalada Base Lisa 60
02- LC: Cha Grande/PE Ovalada Base Serrilhada 10
03- ID: EMBRAPA (BPG-268) Ovalada Base Serrilhada 00
04- LC: Vicosa/MG Ovalada Base Serrilhada 80
05- LC: Jaboticabal/SP Ovalada Base Serrilhada 00
06- LC: Jaboticabal/SP Ovalada Base Serrilhada 40
07- ID: EMBRAPA (BPG-016) Ovalada Base Serrilhada 20

Instituicdo Doadora (ID); Local da Coleta (LC); Banco de Germoplasma de Passiflora (BPG).

Considerando o0s resultados obtidos nas analises das caracteristicas morfoldgicas
qualitativas, constatou-se a existéncia de pouca variabilidade intraespecifica na espécie em
estudo.

De acordo com os quadrados médios obtidos das analises de variancia para as 21
caracteristicas quantitativas avaliadas pode-se ressaltar as diferencas significativas (p<0,01) entre
as meédias dos gendtipos para todos os caracteres avaliados (Tabela 5). Isto evidencia a alta
variabilidade entre os genotipos de P. cincinnata, bem como a importancia do seu uso em
programas de melhoramento, visando o aumento da base genética das passifloras. O coeficiente

de variagao oscilou entre 4.35 e 31,58%, demonstrando existir boa preciséo experimental.
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Tabela 5. Resultado da analise de variancia de 21 caracteres avaliados em 07 genotipos de
Passiflora cincinnata Mast. no delineamento de blocos ao acaso. Brejado-PE, 2014

Quadrados médios

Caracteristicas Blocos Gendtipos Residuos Média CV (%)

Folha AF 1776682.15  4186095.42*  2110667.76  8396.88 17.3
MP 0.33 0.64* 0.27 451 11.49
Ml 0.43 1.49** 0.99 5.975 16.68

GF 0.63 0.77* 1.6 7.66 16.5

Flores DF 50.08 111.74** 21.87 107.61 4.35
CMF 6.49 24.3* 10.1 47.7 6.67

CB 15.94 19.65* 7.83 31.14 8.98
NGB 0.89 9.4** 2.09 4,78 30.26

DC 42.41 93.19* 46.83 104.7 6.54

CSEF 1.19 44.73** 9.69 40.98 7.6

CSIF 7.45 39.55** 8.29 48.21 5.97

CP 3.23 25.93** 3.95 45.39 4.38

LP 2.13 2.39* 0.79 12.07 7.38

CS 9.27 20.18** 5.14 44.26 5.12

LS 2.48 3.64* 2 16.8 8.42
CPF 16.55 120.73* 38 47.02 13.11
LB 4.78 7.46* 2.93 14.81 11.56
Planta ~ NDAE 1102.45 7195.83** 718 84.84 31.58
DH5 0.7 3.74* 1.1 6.64 15.82
DH10 0.46 3.54** 0.8 5.86 15.25
NF 4.08 18.62* 14.71 29.81 12.86

G.L. 4 6 24

G.L. = Graus de liberdade. * Significativo a 5%, pelo teste F. ** Significativo a 1%, pelo teste F.

Area foliar (AF); Média do peciolo (MP); Média internddio (MI); Glandulas foliares (GF); Diametro das flores (DF);
Comprimento médio dos filamentos (CMF); Comprimento das bracteas (CB); Diametro da corona (DC); NUmero de
Glandulas nas brécteas (NGB); Comprimento da série externa dos filamentos (CSEF); Comprimento da série interna
dos filamentos (CSIF); Comprimento da pétala (CP); Largura da pétala (LP); Comprimentos da sépala (CS); Largura
da sepala (LS); Comprimento do peddnculo floral (CPF); Largura da bractea (LB); Numero de dias para alcancar a
espaldeira (NDAE); Diametro das hastes a 5 centimetros do solo (DH5); Diametro das hastes a 10 centimetros do
solo (DH10); Numero de folhas por ramo (NF).

Considerando os valores médios e desvio padrdo dos vinte e um descritores morfologicos
guantitativos avaliados para os gendtipos de P. cincinnata (Tabela 6), em relagdo a area foliar o
gendtipo 06 apresentou o maior valor, 9969.34 mm?, ja o gendtipo 03 apresentou o menor valor,
7169.74 mm?. Essa caracteristica pode ser explorada em programas de melhoramento da espécie
que visam obter gendtipos com folhas maiores, consequentemente mais vantajosas na extracdo de

substancias de interesse na industria farmacologica. Além disso, esse aspecto influencia na
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fotossintese, transpiracdo, aproveitamento da energia solar, produtividade de massa seca e
tolerancia a sombreamento.

Em relacdo ao numero de glandulas nas bracteas a maior média e a menor foram,
respectivamente, 6,58 (gendtipo 01) e 3.21 (gendtipo 07). No que concerne ao numero de
glandulas foliares o maior valor médio encontrado foi 8.40 para o genétipo 06 e 0 menor valor
encontrado foi 7.20 para o gendtipo 03 (Tabela 6).

Nascimento e Barbosa (2014) citam que os nectarios extraflorais constituem-se numa
excelente estratégia de defesa, sendo um método de defesa indireto, onde a planta atrai inimigos
naturais de seus herbivoros, pois o néctar produzido é atrativo, principalmente, para diversos
artropodes predadores. Diante disso, € interessante realizar estudos especificos de morfologia e
composicao tecidual para uma analise detalhada dessa estrutura de defesa.

Os valores maximos para MP e MI foram 5.14 (gendtipo 06) e 6.48 (gendtipo 01) e os
valores minimos 4.04 (gendtipo 03) e 5.09 (gendtipo 06) (Tabela 6).

No que se refere aos descritores florais de P. cincinnata, pode-se constatar que 0s menores
e maiores valores de DC foram de 101.11 mm (gendtipo 06) e 113.90 mm (genotipo 04) e o DF
variou de 101.36 mm (genotipo 02) a 117.00 mm (gendtipo 04) (Tabela 6). Lawinscky et al.
(2014), caracterizando os acessos de P. cincinnata Mast. do Banco Ativo de Germoplasma da
Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC) na Bahia, encontrou variagdo no DF de 53.81 mm
a 88,93 mm. Pode-se ainda destacar o tamanho do diametro floral dos gendétipos analisados neste
trabalho, pois o menor valor encontrado ainda se apresenta 12.43 mm superior ao maior DF do
gendtipo do Banco de Germoplasma da UESC, constatado pelos autores, anteriormente citados.
Corroborando o potencial que os genétipos apresentam para serem usados em programas de
melhoramento que visam explorar o potencial ornamental.

O CSEF e CSIF variaram de 37.29 mm (gen6tipo 01) a 44.33 mm (gendtipo 04) e 46.52
mm (gendtipo 06) a 53.26 mm (gendtipo 04), respectivamente (Tabela 6). O comprimento médio
dos filamentos variou de 44.40 mm (gendtipo 02) a 51.72 mm (gendtipo 04) (Tabela 6). Estes
filamentos s@o de fundamental importancia na interacdo com polinizadores, ja que dao apoio ao
polinizador no momento da coleta do néctar, por seguinte da polinizacdo. Consequentemente
gendtipos que ndo apresentam filamentos bem formados ou ndo possuem tamanho adequado ao

polinizador, apresentagdo maior dificuldade de polinizagdo e fertilizacdo das suas flores,
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consequentemente, possuem certo tipo de impedimento na produgéo de frutos, por conseguinte na
perpetuacdo do seu material genético.

Em relacdo a pétala a maior largura e comprimento foram 49.95 (genoétipo 02) e 13.23
(gendtipo 01) e os menores valores foram 42.65 mm (geno6tipo 02) e 11.31 mm (gendtipo 06),
respectivamente (Tabela 6). J& em relagdo a sépala, a maior largura e comprimento foram 47.94
mm (gendtipo 04) e 18.12 mm (gendtipo 01) e os menores valores foram 41.68 mm (gendtipo 01)
e 15.80 mm (genotipo 01), respectivamente (Tabela 6). A maior média para comprimento do
pedunculo floral foi 54.05 (gendtipo 02) a menor foi 41.31 (gendtipo 04) (Tabela 6).

Os descritores comprimento e largura das bréacteas apresentaram 0s maiores e menores
valores (34.01 mm; 13.28 mm) para os genotipos 02 e 04 e (28.19 mm; 13.28 mm) para 0S
gendtipos 04 e 03, respectivamente (Tabela 6).

Para NDAE o maior valor foi 121.80 dias (genétipo 06) e o menor 37.80 dias (gendtipo
02), em média (Tabela 6). Esse atributo € muito valorizado em programas de melhoramento, ja
que ele permite a andlise do vigor do gendtipo, quando menor o tempo gasto pelo genétipo a
alcancar a espaldeira mais vigoroso o genétipo é considerado.

Em relacdo ao didmetro da haste, 05 cm acima do solo e 10 cm acima do solo os maiores
indices foram 8,01 mm (gendtipo 02) e 7.30 (gendtipo 02) e os menores valores foram 5.34 mm
(gendtipo 04) e 4.50 mm (gendtipo 04), respectivamente (Tabela 6). Essas caracteristicas sao de
extrema importancia para estudos que visam verificar o potencial dessa espécie como porta-
enxerto, nos programas de melhoramento deve-se selecionar 0s genétipos que mais se
assemelham no didmetro da haste da espécie comercial de interesse, com propdsito de diminuir a
incompatibilidade e auxiliando no controle de doengas.

Em relacdo a numero de folhas por ramo o gendtipo 07 apresentou o maior valor, 31.80

folhas, em média. O menor valor foi 26.90 folhas, em média, para o genétipo 06 (Tabela 6).
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Genotipo AF MP Mi GF DF CMF CB DC NGB CSEF
01 8049.76 + 2041.99 4.21+£0.37 6.48 +0.48 7.56 +2.30 106.75 +7.48 47.61+1.36 31.39+2.44 102.73 £ 3.05 6.58+1.32 37.29+3.27
02 8236.40 + 963.56 4.70 £0.39 6.30 £ 0.57 7.50 £0.54 101.36 + 4.45 44.40 +3.02 31.58 +2.96 101.79 £4.25 6.39+£2.68  38.91+4.02
03 7169.74 + 1368.79 4.04 £0.37 5.94 +0.35 7.20+0.79 105.99 + 2.66 4849+ 1.74 28.19+£3.22 104.58 +5.58 3.34+050 3743+0.71
04 8438.86 £ 728.91 4.64 £0.13 6.66 = 1.07 7.66 £1.73 117.00 = 3.45 51.72 +4.17 34.01+2.29 113.90 £6.10 540+0.85 43.03+1.98
05 9123.96 + 888.91 442 +1.02 5.09+1.70 7.40 +0.82 108.39 +5.28 47.89 £3.58 28.97 +£2.20 103.47 £ 11.18 422+122 4433254
06 9969.34 + 1333.53 5.14+0.39 5.70+0.90 8.40+0.48 105.93 +5.09 46.62 £3.29 3242 £1.95 101.11 +6.67 433+135  42.56+2.26
07 7790.12 + 2090.25 443 +£0.55 5.65+0.92 7.90+0.28 107.84 +5.73 47.20 +£3.48 31.40+£4.90 105.33 +7.63 321+045 43.28+4.05
Genotipo CSIF CP LP CS LS CPF LB NDAE DH5 DH10 NF
01 47.10£1.43 4477 £ 1.96 13.23+1.36 43.87+357 1812+242 5325+575 1579+362 5560+33.72 6.43+0.83 564+100 30.10+4.76
02 44.80 + 2.65 42,65+ 2.33 11.72 +1.00 4253+233 1649+0.66 54.05+9.11 1432+1.42 121.80%+29.54 8.01+146 7.30+1.08 31.80+3.65
03 46.71 £1.69 44,00 £ 1.42 12.83+0.72 41.68+221 17.71+0.72 4528+261 13.28+1.28 106.80+43.05 6.62+0.35 6.02+0.10 28.10+2.16
04 53.26 +2.49 49.95+1.11 11.65+1.18 4794+218 1689+0.87 4131+475 16.81+1.16 4280+11.84 534+064 450+0.61 31.20+222
05 50.00 + 3.86 4491 +1.81 11.83+0.55 4407+116 1580+1.67 4281+6.29 13.80+1.08 10490+30.75 7.34+158 6.27+1.40 31.80+4.04
06 46.52 + 2.65 45.84 +1.59 11.31 +£0.66 4495+147 16.00+1.80 4520+4.62 1529+125 37.80+6.58 6.01+094 557+0.74 26.90+2.70
07 49.08 £4.14 45.59 +£2.93 11.95+1.18 4475+£297 1661+0.96 4720+6.18 1439+125 12420+2045 6.70+0.77 575+045 28.80+4.80

Avrea foliar (AF); Média do peciolo (MP); Média internédio (M1); Glandulas foliares (GF); Diametro das flores (DF); Comprimento médio dos filamentos (CMF);
NUmero de Glandulas nas bracteas (NGB); Comprimento da série externa dos filamentos (CSEF);
Comprimento da série interna dos filamentos (CSIF); Comprimento da pétala (CP); Largura da pétala (LP); Comprimentos da sépala (CS); Largura da sépala
(LS); Comprimento do pedunculo floral (CPF); Largura da bractea (LB); Numero de dias para alcancar a espaldeira (NDAE); Diametro das hastes a 5 centimetros

Comprimento das bracteas (CB); Diametro da corona (DC);

do solo (DH5); Diametro das hastes a 10 centimetros do solo (DH10); Nimero de folhas por ramo (NF).



444
445
446
447
448
449
450
451
452
453
454
455
456
457
458
459
460
461
462
463
464
465
466
467
468
469
470
471
472
473
474
475

37

Em relacdo a contribuicdo relativa de cada caracteristica para a diversidade
genética entre as especies, verificou-se que para 21 descritores morfoldgicos
quantitativos avaliados, o que mais contribuiu para a diversidade foi o Ml (média
internddio) com 43,12%, seguido por DH5 (diametro das hastes a 5 centimetros do
solo), LS (Largura da sépala) e CSIF (Comprimento da série interna dos filamentos),
totalizando 91,23%. Os demais descritores ndo apresentaram contribuicdo significativa
para a divergéncia, podendo ser realizado o teste de descarte. O ranque de contribuicao
das 21 caracteristicas avaliadas para a diversidade entre os gendtipos P. cincinnata, esta
apresentado em ordem decrescente na Tabela 7.

Lima et al. (2012), ao avaliarem a divergéncia genética entre genotipos de
maracuja azedo, identificaram que o didmetro do caule a 5 centimetros do colo foi,
também, a segunda caracteristica que mais contribuiu para a avaliacdo da divergéncia
genética entre os gendtipos de maracujad. Negreiros et al. (2007), ao avaliarem a
diversidade genética entre progénies de maracujazeiro amarelo, baseado em
caracteristicas morfoagronémicas, identificaram o didmetro como a caracteristica que

mais contribuiu para a divergéncia genética.
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Tabela 7. Contribuicdo relativa das caracteristicas para a divergéncia entre os genotipos
de Passiflora cincinnata Mast. avaliados, seguindo método de Singh (1981). Brejdo-PE,
2014

Descritores Contribuicdo (%)
Média do internddio 43,120
Diametro das hastes a 05 centimetros do solo 21,270
Largura da sepala 17,230
Comprimento da série interna dos filamentos 9,610
Numero de Glandulas nas bracteas 3,330
Diametro da corona 1,760
NUmero de dias para alcancar a espaldeira 1,020
Diametro das flores 0,900
Area foliar 0,700
Comprimentos da sépala 0,080
Comprimento do pedunculo floral 0,076
Comprimento da série externa dos filamentos 0,027
Largura da pétala 0,025
Diametro das hastes a 10 centimetros do solo 0,023
Largura da bractea 0,023
Média do peciolo 0,023
Numero de folhas por ramo 0,019
Comprimento médio dos filamentos 0,015
Comprimento das bracteas 0,001
Comprimento da pétala 0,001
Glandulas foliares 0,001

De acordo com as analises moleculares, os primers selecionados amplificaram 81
fragmentos de DNA (Tabela 8), sendo 53 polimérficos com uma média de 7,36
fragmentos/primer. O primer UBC 810 resultou no menor numero de fragmentos
amplificados (3), enquanto o primer UBC 887 gerou o maior nimero de fragmentos
(15), resultando em um alto grau de polimorfismo. Dos fragmentos amplificados, 53
(65,43%) apresentam-se polimorficos, sendo 4,81 a média de fragmentos polimérficos
amplificados por primer. Houve variacdo de 01 (UBC 881) a 14 (UBC 887) fragmentos
polimorficos, com percentual de polimorfismo variando de 16,67% a 100%. Os primers
em que prevaleceu a sequencia GA (UBC 812 e UBC 841) amplificaram o maior
namero de fragmentos, com média de 8,50 fragmentos/primer, apresentando ainda a

maior formacéao de fragmentos polimorficos.
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Tabela 8. Nome e sequéncia dos primers de ISSR selecionados, temperaturas de
anelamento adotadas, nimero de ciclos, namero de fragmentos amplificados e nimero
de fragmentos polimdérficos amplificados no estudo dos gendtipos de Passiflora
cincinnata Mast. Brejéo-PE, 2014

N° de fragmentos

N° de
Nome do Primer Sequéncia T, (°C) ciclos Amplificados Polimorficos
UBC 3 AGTCAGCCAC 50,3 35 8 5
UBC 808 (AG)8-C 57,7 35 4 2
UBC 810 (AG)8-T 56,2 35 3 3
UBC 811 (AG)8-C 53,7 35 8 4
UBC 812 (GA)B-A 55,4 35 6 3
UBC 822 (TC)8-A 55,4 35 6 4
UBC 841 (GA)8-YC 49,0 35 11 11
UBC 866 (CT8-C 50,0 35 8 2
UBC 881 GGG-(TGGGG)2-TG 50,0 35 6 1
UBC 887 DVD-(TC)6-T 53,7 35 15 14
UBC 891 HVH-(TG)7 50,0 35 6 4

A similaridade media encontrada foi 68% e a similaridade entre a maioria das
plantas foi considerada alta, diferente do esperado, j& que se tratava de um experimento
em que foram utilizadas espécies nativas, espécies oriundas de banco de germoplasma e
espécies utilizadas em grandes areas de cultivo. Os genotipos silvestres ndo estdo
distantes geneticamente dos usados em areas de cultivo comercial.

Loss et al. (2006), em estudo com Passiflora alata, também encontraram baixa
diversidade genética nas populacdes analisadas, identificando maior diversidade dentro
das populacdes e ndo entre as populacbes. Os referidos autores justificam seus
resultados baseando-se no sistema de autoincompatibilidade de pdlen observado em
Passiflora, que induz a polinizacdo cruzada e, consequentemente o aumento do indice
de polinizacdo de espécies de uma mesma populagdo, aumentando assim a variabilidade

genética.
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01- ID: Coopercuc (Uaua/Bahia)

06- LC: Jaboticabal/SP

07-1D: EMBRAPA (BPG-016)

02- LC: Cha Grande/PE

—— 03- ID: EMBRAPA (BPG-268)

L 04- LC: Vicosa/MG

05- LC: Jaboticabal/SP
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0.72 0.76 0.80 084
Coafficient

528 Figura 1. Dendograma de similaridade genética de genoétipos de Passiflora cincinnata
529 Mast. obtido por meio de andlise ISSR, utilizando o complemento do indice de
530 similaridade de Jaccard e 0 método de agrupamento UPGMA.. Brejdo-PE, 2014.

531

532 Considerando-se o dendograma da Figura 1, o fato do genétipo 05 ndo pertencer
533 no mesmo subgrupo do gendtipo 06, todos obtidos de sementes coletadas em
534  Jaboticabal/SP, pode indicar a origem distinta das plantas que produziram estas
535 sementes, e variabilidade existente dentro dessa espécie. Aradjo et al. (2008),
536 trabalhando com Passiflora, constataram que o agrupamento dos acessos ndo se
537  correlacionou com as Unidades Geoambientais originais de coleta, indicando baixa
538 correlacdo entre a procedéncia dos acessos de maracuja-do-mato analisadas referentes
539 ao local de coleta.

540 Santos et al. (2011), ao avaliar 45 acessos de maracuja doce, amarelo e roxo
541 utilizando dezoito primers ISSR concluiram que nao foi possivel classificar os acessos
542  de acordo com a sua origem geografica, mostrando que ndo existe uma estrutura no
543  banco de genes das espécies avaliadas.

544 Os gendtipos oriundos do banco de germoplasma da EMBRAPA (BGP 016 e
545 BGP 268) foram alocados em subgrupos distintos, indicando maior distancia genética
546  entre eles, corroborando com a premissa de reunir a maior variabilidade genética de
547  uma espécie no menor numero de amostras em bancos de germoplasma.

548 O coeficiente de correlacdo cofenetico foi de 70%, expressando uma forte
549  confiabilidade obtida nos agrupamentos. Altos valores de similaridade genética
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encontrados podem estar associados ao fato da baixa variabilidade genética existente

nos materiais testados.

Tabela 9. Contetido da informagéo de polimorfismo (PIC), poder de resolugédo do primer
(RP) e Indice do marcador (MI) dos primers utilizados em estudo de genoétipos de
Passiflora cincinnata Mast. Brejdo-PE, 2014.

Primer PIC MI RP
UBC 808 0.163 0.393 1.306
UBC 03 0.244 0.737 3.918
UBC 810 0.299 1.442 1.795
UBC 811 0.204 0.491 3.265
UBC 812 0.176 0.426 2.122
UBC 866 0.122 0.147 1.959
UBC 891 0.139 0.449 1.959
UBC 822 0.244 0.786 2.938
UBC 881 0.040 0.032 0.489
UBC 841 0.393 1.895 8.653
UBC 887 0.391 1.762 11.755

Média 0.220 0.779 3.651

PIC (Polymorphism Information Content — conteido da informagéo de polimorfismo), MI (Marker Index

— indice do marcador) e RP (Resolution Power — poder de resolucéo)

O conteudo de informacdo polimdrfica (PIC) variou entre 0,040 (UBC 881) a
0,393 (UBC 841), com média de 0,220 (Tabela 9). Os primers UBC 841, UBC 887,
UBC 810 e UBC 822 proporcionaram 0s maiores valores de PIC com 0,393; 0,391;
0,299 e 0,244 respectivamente (Tabela 9).

Ainda considerando os dados da Tabela 9, o0 MI médio para os primers obtidos foi
0.779, variando entre 0,032 (UBC 881) e 1,895 (UBC 841), atrelado a uma forte
correlacdo positiva entre os valores de PIC e MI (r = 0,98; p < 0,0001). J& em relacéo ao
poder de resolugédo, os valores variam de 0,489 (UBC 881) a 11,755 (UBC 887),
obtendo-se forte correlagdo positiva entre os valores de PIC e RP (r = 0,8402; p =
0,0012). Tambem, foi encontrada correlacdo positiva entre os valore de Ml e RP (r =
0,8124; p = 0,0024). As correlagdes positivas indicam que a utilizacdo de qualquer um
dos parametros é eficiente para discriminar a combinacdo de primers mais eficientes
(TATIKONDA et al., 2009).
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O valor do PI para marcadores bialélicos é de 0,5 (0,45 a 0,5 sdo valores de Pl
de primers considerados muito informativos). A maioria dos primers utilizados
possibilitaram valores de PIC considerados altos. Os primers UBC 810, UBC 841, UBC
887 e UBC 03 foram considerados os mais informativos, sendo recomendados para
analises de germoplasmas de P. cincinnata. Além disso, os valores de PIC apresentaram
correlacdo positiva com nimero de locos polimorficos (r = 0,9107 p= 0,3007), podendo
ser considerados marcadores mais informativos para o estudo da variabilidade, segundo
Tatikonda et al. (2009). Também, foi encontrada correlacdo positiva com a frequéncia
de locos polimorficos (r = 0,9107 p = < 0,0001).

Grativol et al. (2011), considerando o PIC, obtiveram valor médio igual a 0,26,
préximo ao encontrado (PIC médio = 0,22), e constataram que os primers utilizados
para verificar diversidade em pinhdo manso possuiam alta eficiéncia e confiabilidade.

Os primers UBC 810, UBC 841 e UBC 887 apresentaram altos valores de Ml e
apresentaram as maiores porcentagens de polimorfismos, destacando-se para estudo de
diversidade em Passiflora. Altos valores de RP, atrelado a correlagdes positivas com
PIC e MI, indicam alto potencial discriminatoério da diversidade entre genotipos.

Os primers UBC 887 e UBC 841 se destacaram com os valores mais altos para
os atributos dos marcadores observados, demonstrando aptiddo para serem utilizados
em pesquisas de diversidade em P. cincinnata.

CONCLUSAO

e Foi diagnosticada baixa variabilidade genética entre os gendtipos analisados.

e Os gendtipos possuem potencial para serem utilizados em programas de
melhoramento, principalmente os que exploram a obtencdo de passifloras
ornamentais.

e Os primers UBC 887 e UBC 841 se destacaram com os valores mais altos para
PIC, MI e RP, demonstrando aptiddo para serem utilizados em pesquisas de
diversidade em P. cincinnata.

e O agrupamento dos acessos ndo se correlacionou com as Unidades

Geoambientais originais de coleta, indicando baixa correlacdo entre a
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procedéncia dos acessos de maracuja-do-mato analisadas referentes ao local de
coleta.
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NOME DO CONGRESSO, n.°., ano, local de realizacéo (cidade). Titulo... subtitulo. Local de publicagéo (cidade): Editora, data de
publicagdo. Numero de péginas ou volumes.

Ex: BALLONI, A. E.; KAGEYAMA, P. Y.; CORRADINI, I. Efeito do tamanho da semente de Eucalyptus grandis sobre o vigor
das mudas

no viveiro e no campo. In: CONGRESSO FLORESTAL BRASILEIRO, 3., 1978, Manaus. Anais... Manaus: UFAM, 1978. p. 41-
43.

f) Literatura nao publicada, mimeografada, datilografada etc.:

Ex: GURGEL, J. J. S. Relatério anual de pesca e piscicultura do DNOCS. Fortaleza: DNOCS, 1989. 27 p. Datilografado.

g) Literatura cuja autoria € uma ou mais pessoas juridicas:

Ex: ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS. NBR 6023: informagéo e documentagéo — referéncias — elaboragéo.
Rio de

Janeiro, 2002. 24 p.

h) Literatura sem autoria expressa:

Ex: NOVAS Técnicas — Revestimento de sementes facilita o plantio. Globo Rural, Sdo Paulo, v. 9, n. 107, p. 7-9, jun. 1994.

i) Documento cartografico:
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Ex: INSTITUTO GEOGRAFICO E CARTOGRAFICO (S4o Paulo, SP). Regides de governo do Estado de S&o Paulo. S&o Paulo,

1994. 1
atlas. Escala 1:2.000.

J) Em meio eletrénico (CD e Internet): Os documentos /informagdes de acesso exclusivo por computador (on line)

compdem-se dos

seguintes elementos essenciais para sua referéncia:

AUTOR. Denominagdo ou titulo e subtitulo (se houver) do servigo ou produto, indicacéo de responsabilidade, endereco eletronico

entre os

sinais < > precedido da expressao — Disponivel em: — e a data de acesso precedida da expressdo — Acesso em:.

Ex: BRASIL. Ministério da Agricultura e do abastecimento. SNPC — Lista de Cultivares protegidas. Disponivel em:
<http://agricultura.gov.br/scpn/list/200.htm>. Acesso em: 08 set. 2008.
GUNCHO, M. R. A educacéo a distancia e a biblioteca universitaria. In: SEMINARIO DE BIBLIOTECAS UNIVERSITARIAS,

10., 1998,

Fortaleza. Anais... Fortaleza: Tec Treina, 1998. 1 CD-ROM.

UNIDADES E SIMBOLOS DO SISTEMA INTERNACIONAL ADOTADOS PELA REVISTA CAATINGA

Grandezas basicas Unidades Simbolos Exemplos
Comprimento metro m
Massa quilograma quilograma kg
Tempo segundo s
Corrente elétrica amper A
Temperatura termodinimica Kelvin K
Quantidade de substincia mol mol

Unidades derivadas
Velocidade - ms™ 343ms™
Aceleragio - ms? 98ms?
Volume Metro cuibico, litro M3 L* 1 m’.1000L*
Freqiiéncia Hertz Hz 10 Hz
Massa especifica - Kgm 1.000 kg m?
Forga newton N 15N
Pressio pascal pa 1.013.10° Pa
Energia joule J 417
Poténcia watt W 500 W
Calor especifico - 1 (ke "C)? 4186 J (kg "C)!
Calor latente - Tkg' 2.26.10° Tkg?!
Carga elétrica coulomb C 1C
Potencial elétrico volt v 25V
Resisténcia elétrica ohm Q 290
Intensidade de energia Watts/metros quadrado W m? 1372 Wm™
Concentragio Mol/metro cibico Mol m? 500 mol m™
Condutincia elétrica siemens S 300 S
Condutividade elétrica desiemens/metro ds m™ 5ds m?
Temperatura Grau Celsius Ic 25°C
Angulo Gran 0 30°
Percentagem - % 45%

Nimeros mencionados em seqiiéncia devem ser separados por ponto e virgula (0). Ex: 2,5:4.8; 5.3



