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Género Passiflora
I
O género Passiflora é constituido
Por planta trepadeira, herbacea, arbustiva.
Caule esverdeado e aderido
Entren6s com folha ou bot&o produtivo.
|
As flores geralmente s@o hermafroditas
Radial simetria e somam cinco sépalas.
Porém é a corola o que as faz bonitas
Pela incomparavel cor das suas pétalas.
"

Os frutos quase sempre sao bagas ovais
De multiplas cores tendendo ao amarelo.
Protegendo as sementes, o arilo por demais,
Enche o interior de trés ou quatro carpelos.
v
Assim 0 maracuja propaga ou multiplica
Seja por estaquia ou também por semente.
Ampla condicdo intra e interespecifica
Potencializa o uso, embeleza o ambiente.
Vv
Notéveis descobertas nos brinda a pesquisa
Prova cientifica e sem valor erréneo,

De um recurso genético que o Brasil precisa

Para perpetuar o rico patrimonio.

Geovane Alves de Andrade, 07/01/2018, 20:59
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RECURSOS GENETICOS DE Passiflora spp.: DIVERSIDADE GENETICA,
CARACTERIZACAO MORFOAGRONOMICA, MOLECULAR,
GERMINACAO E ARMAZENAMENTO DE SEMENTES

RESUMO GERAL

O género Passiflora é considerado o mais representativo da familia Passifloraceae, com
cerca de 500 espécies, a maioria das quais tem como centro de origem a America
Tropical, das quais 139 estdo dispersas no territorio brasileiro, colocando o Brasil, entre
os principais centros de diversidade genética do género. Objetivou-se, neste trabalho,
avaliar a diversidade genética e caracterizar germoplasma do género Passiflora com
base em caracteristicas qualitativas, quantitativas, marcadores moleculares, na
germinacdo de sementes e na emergéncia de plantulas. O estudo foi realizado na
Unidade de Apoio da Fruticultura, no Laboratério de Analises de Alimentos e no
Laboratorio de Biologia Molecular da Embrapa Cerrados. Nos cinco primeiros capitulos
foram caracterizados 15 acessos de Passiflora spp. utilizando 58 descritores
morfoagrondmicos qualitativos multicategoricos (23 de folha, 25 de flor e 10 de fruto) e
14 descritores quantitativos (8 de flor e 6 de fruto). Na sexta etapa foram caracterizados
125 acessos de Passiflora spp. utilizando 48 descritores qualitativos multicategoricos
(23 de folha e 25 de flor). Na etapa de germinacdo e emergéncia de plantulas foram
avaliados 10 acessos de Passiflora spp. Matrizes de distancias genéticas, com base nos
descritores qualitativos multicategéricos, quantitativos, marcadores moleculares ISSR e
RAPD foram calculadas e analises de agrupamento foram realizadas, utilizando o
método do UPGMA como critério de agrupamento, a dispersdo gréfica foi baseada em
escalas multidimensionais usando o método das coordenadas principais. Foi realizada a
analise descritiva (minimo, média, m&ximo, variancia e desvio padrdo) das estimativas
de distancias geneticas obtidas com base nos diferentes grupos de caracteristicas, bem
como estimadas as correlagdes entre tais estimativas. No sétimo capitulo, caracteristicas
guantitativas foram analisadas com base na analise de variancia, foram estimados
parametros genéticos e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 1% de
probabilidade de erro. Houve uma clara diferenciacdo dos acessos a nivel inter e
intraespecifico com base na analise multivariada dos descritores de folhas, flores e
frutos. E uma tendéncia de agrupamento dos acessos de P. alata. A caracterizacdo
morfoagrondmica contribui para a diferenciacdo dos 15 acessos Passiflora spp. e para a
quantificacdo da variabilidade existente dentro do género Passiflora. A caracterizacdo
baseada em descritores multicateg6ricos contribuiu para a diferenciacdo dos 125 acessos
Passiflora spp., para quantificar a diversidade existente e diferenciar os acessos das
espécies, sendo importante para estudos mais completos de caracterizacéo e diversidade
de recursos genéticos do género Passiflora. As sementes de P. alata e P. maliformis
devem ser colocadas para germinar logo apos a colheita sem necessidade do regulador
vegetal. Sementes de P. suberosa podem ser armazenadas por até seis meses e deve-se
utilizar regulador vegetal. Sementes de P. caerulea e P. hatschbachii podem ser
armazenadas por até trés meses e regulador vegetal deve ser usado. As sementes de P.
sidifolia devem ser colocadas a germinar logo apés a colheita, com uso do regulador. As
sementes de P. cincinnata mostraram uma baixa porcentagem de germinacdo e uma
baixa uniformidade no processo germinativo, tipico de muitas passifloras.

Palavras-chave: Passifloraceae, Melhoramento Genético, Recursos Genéticos,
Caracteres morfoagrondmicos, Analise Multivariada, Parametros Genéticos.



GENETIC RESOURCES OF Passiflora spp.: GENETIC DIVERSITY,
MORFOAGRONOMIC AND MOLECULAR CHARACTERIZATION,
GERMINATION AND STORAGE OF SEEDS

ABSTRACT

The Passiflora genus is considered the most representative of the Passifloraceae family,
with about 500 species. The majority of Passiflora species are originate from Tropical
America and 139 are dispersed in Brazilian territory. Brazil is a main center of genetic
diversity of the Passiflora genus. The objective of this work was to evaluate the genetic
diversity and Passiflora germplasm characterization based on qualitative, quantitative,
molecular traits. The viability and physiological quality of stored and freshly harvested
seeds was also evaluated. The study was carried out in the Fruit Support Unit, Food
Analysis Laboratory, Genetics and Molecular Biology Laboratory at the Embrapa
Cerrados. In the five initial chapters, it were characterized 15 accessions of Passiflora
spp. using 58 descriptive morphagronic descriptors (23 from leaves, 25 from flowers
and 10 from fruits) and 14 quantitative descriptors (8 from flowers and 6 from fruits). In
the sixth chapter, 125 accessions of Passiflora spp. were characterized using 48 multi-
categorical descriptors (23 from leaves and 25 from flowers). Seeds germination and
seedlings emergence of 10 accessions of Passiflora spp. were evaluated. Genetic
distance matrices, based on the quantitative and quantitative traits, ISSR and RAPD
molecular markers were calculated and clustering analyzes were performed using the
UPGMA method as a clustering criterion. Graphic dispersion of the accessions was
performed based on multidimensional scales using the method of principal coordinates.
Descriptive statistical analysis (minimum, mean, maximum, variance and standard
deviation) of the genetic distances estimates obtained from different characteristics
groups were carried out, as well as the correlation between these estimates. In the
seventh chapter, quantitative traits were analized by variance analysis, genetics
paramters were estimated and the means compared by the Tukey test at 1% of
probability. There was a clear differentiation among inter and intraspecific accessions
based on multivariate analysis using leaves, flowers and fruits descriptors. A tendency
of grouping of the P. alata accessions were verified The morphoagronomic
characterization contributes to the differentiation of the 15 Passiflora spp. accessions
and to quantify the variability within the Passiflora genus. The characterization based
on multicategoric descriptors contributed to the differentiation of the 125 Passiflora
spp. accessions. This characterization was important to quantify the existing diversity
and to differentiate the accessions of the species. Seeds of P. alata and P. maliformis
should be placed to germinate after harvested without plant regulator treatment. P.
suberosa seeds can be stored for up to six months and plant regulator should be used. P.
caerulea and P. hatschbachii seeds should be stored for up to three months and a
regulator must be used. The seeds of P. sidifolia should be germinated after harvested,
using the regulator treatment. P. cincinnata seeds showed a low percentage of
germination and a low uniformity in the germination process without regulador
treatment. The seed germination and storage are a challenge for many wild species of
Passiflora.

Key words: Passifloraceae, genetic breeding, genetic resource, morphoagronomic
characteristic, multivariate analysis, genetic parameter.
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1 INTRODUCAO GERAL

O género Passiflora possui ampla variabilidade genética intra e interespecifica
de grande importancia. Espécies de passiflora silvestres possuem caracteristicas
interessantes, em relacdo a Passiflora edulis, como longevidade, periodo de
florescimento ampliado e androgin6foro mais curto que facilita a polinizacdo por
insetos menores, e maior concentragcdo de componentes quimicos (MELETTI et al.,
2003; JUNQUEIRA et al., 2006a).

A investigacdo da diversidade genética é uma atividade de grande relevancia
para 0 melhoramento de plantas e para a conservacdo de espécies vegetais, pois por
meio desse conhecimento, é possivel identificar materiais 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).

H& uma preocupacdo em conservar 0S recursos genéticos, porém, para
conhecimento e utilizagcdo dos materiais conservados é imprescindivel que estes sejam
caracterizados e avaliados. Para que 0s acessos conservados possam ser utilizados
efetivamente, faz-se necessario a caracterizacdo destes. A atividade de caracterizacao €
primordial na geracdo de conhecimentos sobre o germoplasma conservado em bancos
de germoplasma e/ou colecGes, por permitir um melhor manejo e fornecer subsidios aos
programas de pré-melhoramento e melhoramento.

A utilizacdo de recursos genéticos tem viabilidade fundamentada na coleta,
introducdo, conservacdo e intercdmbio de acessos de germoplasma, bem como em sua
caracterizacdo e avaliacdo, o que permite conhecer as qualidades e potencialidades do
material (FALEIRO et al., 2012). Em um levantamento das demandas de pesquisa na
cultura do maracujazeiro, Faleiro et al. (2006) indicaram a caracterizacdo como um dos
pontos prioritarios. Uma importante etapa deste processo é a avaliagdo e elaboragdo dos
descritores que devera levar em consideracdo caracteristicas morfoldgicas, agronémicas,
citoldgicas, bioguimicas, fisiologicas e moleculares. Independente do método utilizado,
0 importante é que possibilite distingdo dos acessos, identificacdo de duplicatas e
acessos com caracteristicas de interesse que possam ser usadas nos programas de
melhoramento. Por outro lado, mesmo caracterizada, a variabilidade genética pode estar
ameacada, uma vez que podem ocorrer alteracdes nas frequéncias alélicas, bem como a
perda ou fixacdo destes, comprometendo a variabilidade futura dos acessos

conservados.
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Segundo Vieira et al. (2007), os melhoristas tém utilizado descritores
morfoagrondmicos para caracterizar os acessos selecionados ao longo do programa de
melhoramento. Esses descritores tém um papel fundamental na caracterizagao e selecdo
de plantas, sendo decisivos na escolha dos genotipos ao longo dos ciclos de
recombinacdo e também na escolha de genoétipos para uso como novos genitores. A
caracterizagdo morfoagrondémica para estudos de variabilidade genética tem sido feita
com base em caracteres que sejam de facil deteccdo e mensuracdo, e sofram pouca
influéncia ambiental.

Desta forma, ao longo do processo de conservacdo do germoplasma, descritores
morfoagrondmicos e os marcadores moleculares podem ser utilizados para monitorar a
variabilidade genética dos acessos. A aquisicdo de informacdes cientificas por meio da
caracterizacdo de acessos de Passiflora spp., permite a valoracao, a conservacgao e 0 uso
de uma biodiversidade, com o intuito de acessar novas fontes potenciais de
variabilidade genética, orientar e aumentar a eficiéncia do programa de melhoramento e
contribuir para o desenvolvimento de novos materiais, e especialmente, para contribuir
com 0s processos de registro e protecdo desses novos materiais selecionados ou
desenvolvidos em tais programas.

As investigacOes realizadas sobre a germinacdo e qualidade de sementes de
passifloras ainda séo incipientes e sdo muitas as barreiras que envolvem o processo de
germinacdo, como a dorméncia que pode estar ligada a fatores fisicos
(impermeabilidade do tegumento a agua e gases), quimicos (presenca de fatores
inibidores), mecénicos (resisténcia do tegumento ao crescimento do embrido) ou
fisiol6gicos (dorméncia, maturidade, vigor) (DELANOQY et al., 2006).

A germinacdo das sementes ocorre quando, sob condicGes apropriadas, 0 eixo
embrionario reinicia seu desenvolvimento que tinha sido interrompido por ocasido da
maturidade fisioldgica (CARVALHO e NAKAGAWA, 2000). O potencial fisiolégico
dos lotes de sementes é rotineiramente avaliado pelo teste de germinacgdo, conduzido
sob condicGes favoraveis de umidade, temperatura, luz e substrato, permitindo a
expressdo méaxima do potencial de germinacéo.

Em vista do exposto acima, objetivou-se avaliar a diversidade genética e
caracterizar germoplasma do género Passiflora com base em caracteristicas qualitativas,
quantitativas, marcadores moleculares, na qualidade fisiologica e no armazenamento de

sementes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Passifloras

O género Passiflora pertence a familia Passifloraceae, classificada na ordem
Malpighiales. A familia comporta 18 géneros e cerca de 630 espécies (MILWARD-DE-
AZEVEDO e BAUMGRATZ, 2004). Souza e Lorenzi (2008) descrevem a familia
Passifloraceae como sendo composta por plantas trepadeiras herbaceas ou lenhosas,
com gavinhas originadas de modificagdes das inflorescéncias; possuindo folhas alternas
espiraladas, simples ou raramente compostas, frequentemente lobadas, em geral com
nectarios extraflorais no peciolo ou lamina, com ou sem estipula, margem inteira ou
serreada.

As plantas da familia Passifloraceae possuem inflorescéncia cimosa ou
racemosa, em geral reduzida a uma unica flor geralmente bissexuada, actinomorfas,
com androginéforo bastante desenvolvido, diclamideas ou raramente monoclamideas,
periginas; cdalice geralmente dialissépalo, prefloracdo imbricada, frequentemente
petal6ide; corola geralmente dialipétala, prefloragdo imbricada; corona disposta no
apice do hipanto, formada por um ou mais ciclos de apéndices; estames geralmente
livres entre si, anteras rimosas; disco nectarifero as vezes presente ao redor do ovario ou
do androgindforo; ovario stpero carpelar, unilocular, placentacdo parietal, pluriovulado,
estiletes em geral livres entre si. Possuindo fruto baga ou capsula (SOUZA e LORENZI,
2008).

Admite-se que varios grupos de plantas foram os ancestrais do género
Passiflora, e tenham-se originado em regides da Africa, a partir da qual foram dispersos
para Europa e Asia e tenham-se diversificado a partir da chegada & América Central
(MUSCHNER et al., 2012).

O género Passiflora € considerado como o mais representativo da familia
Passifloraceae, com cerca de 500 espécies, a maioria das quais com centro de origem na
América Tropical, das quais 139 estdo dispersas no territério brasileiro, colocando o
Brasil, especificamente a Regido Centro Norte do Pais entre os principais centros de
diversidade genética do género (BERNACCI et al., 2008; BERNACCI et al., 2013).
Ulmer e MacDougal (2004) propuseram quatro subgéneros para o género Passiflora,
sendo eles, Astrophea, com 57 espécies, Deidamioides, 13, Decaloba, 214 e Passiflora,
236. Essas classificagdes foram baseadas em caracteres morfoldgicos e ecoldgicos.

O género Passiflora é constituido de plantas trepadeiras herbaceas ou arbustivas,

raramente eretas. Em geral, possuem caule cilindrico ou quadrangular, ramificado,
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anguloso, suberificado, glabro ou piloso (VANDERPLANK, 2000). As espécies do
género Passiflora possuem uma enorme variagdo fenotipica, em especial nas folhas, que
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 é 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 taxondmica de géneros
(VANDERPLANK, 2000).

As plantas do género Passiflora possuem flores hermafroditas e apresentam uma
grande variacdo de formas e cores, variando de branco a vermelho intenso. Possuem
simetria radial com o calice tubuloso herbaceo ou subcarnoso, com cinco sépalas. A
corola apresenta cinco pétalas membranaceas, alternadas as seépalas. A corona
geralmente é colorida e soldada ao androgin6foro, que se apresentam elevados, 0 que €
caracteristico da familia Passifloraccae (VANDERPLANK, 2000; ULMER e
MACDOUGAL, 2004).

Os frutos comumente sdo bagas indeiscentes ou cépsulas deiscentes de forma
globosa ou ovoide. Podem possuir coloracdo amarela, porém existem frutos com
coloracdo vermelha ou roxa (VANDERPLANK, 2000; ULMER ¢ MACDOUGAL,
2004). A casca é de textura coriacea, quebradica e lisa, a qual protege as sementes, que
sdo envolvidas por um arilo mucilaginoso (BERNACCI et al., 2008; NUNES e
QUEIRQZ, 2007).

2.2 Recursos genéticos

Recursos genéticos envolvem a variabilidade de espécies de plantas, animais e
microrganismos integrantes da biodiversidade, de interesse sociecondémico atual ou
potencial para uso em programas de melhoramento genético, biotecnologia e areas
afins. Quando se utiliza o termo recursos genéticos vegetais, 0 universo da
biodiversidade fica reduzido aqueles relativos a flora (NASS, 2011).

Os recursos genéticos vegetais, segundo Faleiro et al. (2011a) constituem-se
reservatorio natural de genes com potencial de uso para a producdo de géneros
essenciais @ humanidade, tais como alimentos, fibras e medicamentos. Esses recursos

apresentam grande importancia, pois estdo relacionados com necessidades basicas do
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ser humano. Plantas cultivadas, espécies silvestres relacionadas as comerciais,
variedades antigas e variedades melhoradas representam recursos genéticos que devem
ser conservados e caracterizados, pois poderdo ser utilizados em programas de
melhoramento.

O Brasil é 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). O grande potencial do
uso de espécies silvestres em programas de melhoramento genético do maracujazeiro
tem sido relatado nos ultimos anos (JUNQUEIRA et al., 2006; FALEIRO et al., 2008;
FALEIRO e JUNQUEIRA, 2009; FALEIRO et al., 2011a; 2011b).

O género Passiflora possui ampla variabilidade intra e interespecifica possuindo
potencial para usos diversos, tanto alimentar e medicinal, quanto ornamental. Espécies
nativas e silvestres de maracujd possuem potenciais ndo apenas para 0 consumo in
natura, mas também para a producdo de farmacos, plantas ornamentais e alimentos
funcionais. Espécies silvestres sdo fontes de genes para o melhoramento do
maracujazeiro-azedo, servem como porta enxerto e na obtencdo de hibridos de
maracujazeiro ornamental (FALEIRO et al., 2006; FALEIRO et al., 2008).

Quantificar essa variabilidade genética é fundamental para avaliar o desempenho
dessas espécies e assim identificar recursos genéticos de grande valor, tanto aqueles
passiveis de serem introduzidos de forma direta em sistemas de produgdo, como aqueles
com potencial para serem usados em programas de melhoramento genético (FALEIRO
etal., 2011a).

A conservacdo de diferentes acessos em bancos ativos de germoplasma (BAGS)
para futuros programas de melhoramento genético visando o melhor aproveitamento
agrondmico é importante, ja que é uma frutifera que apresenta ampla diversidade. De
acordo com Alves et al. (2005), a variabilidade genética existente em nivel populacional
das espécies nativas é um dos fatores mais importantes no que se refere a conservacao e
aproveitamento de recursos genéticos em programas de melhoramento.

A conservacdo oferece suporte aos trabalhos de melhoramento genético,
viabiliza o intercdmbio de germoplasma e, notadamente, a preservacdo da variabilidade
genética, enquanto a caracterizacdo e avaliagdo permitem conhecer qualidades e
potencialidades do material (FALEIRO et al., 2011a).

A conservacao do germoplasma que se constitui em atividade indispensével para

que haja disponibilidade de material ao melhoramento, pode ser realizada in situ
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(manutencdo dos materiais nos proprios locais de ocorréncia) ou ex situ (em locais
distintos daqueles de ocorréncia natural). A conservagéo in situ objetiva conservar 0s
habitats naturais nos quais a diversidade genética existe, incluindo &reas nativas e de
protecdo ambiental, reservas e sistemas agricolas tradicionais. Ja a conservagédo ex situ
compreende a retirada dos recursos genéticos de seu ambiente de ocorréncia natural e
sua transferéncia para condi¢cdes de armazenamento artificiais que podem ser desde a
conservacdo em condi¢cdes de campo, como em laboratério, por curtos ou longos
periodos de tempo (SCHERWINSKI-PEREIRA e COSTA, 2010).

Apesar da importancia dos recursos genéticos do género Passiflora para o
Brasil, observa-se uma caréncia de pesquisa, notadamente nas areas basicas,
principalmente com relagdo ao germoplasma. Além disso, sdo necessarios trabalhos
minuciosos de caracterizacdo morfoldgica, agrondmica, citogenética e molecular de
todos os acessos tendo em vista a sua utilizacdo pratica em cultivos comerciais, em
programas de melhoramento genético, como porta-enxertos, em intercambio de
germoplasma e mesmo utilizacéo de principios ativos, moléculas e genes desse valioso
patrimonio genético (FALEIRO et al., 2005a; FALEIRO et al., 2011a; 2011b).

2.3 Caracterizacdo morfologica

Para conhecimento e utilizacdo dos materiais conservados é imprescindivel que
esses estejam caracterizados e avaliados. Em um levantamento das demandas de
pesquisa na cultura do maracujazeiro, Faleiro et al. (2006) indicaram a caracterizacao e
domesticacdo de espécies como pontos prioritdrios para as pesquisas em
maracujazeiros. Sendo a primeira etapa do processo de caracterizacdo e avaliacdo, a
elaboracdo dos descritores que devera levar em consideracdo caracteristicas
morfoldgicas, agrondémicas e moleculares entre outras (FALEIRO et al., 2006).

Para o desenvolvimento de um programa de melhoramento, dentre outras coisas,
primeiramente é necessario a obtencdo e caracterizacdo do germoplasma, de modo a
conseguir informac@es basicas sobre os gendtipos, para utilizacdo pratica e aplicada dos
produtos gerados pelo programa (FALEIRO et al., 2008). A constatacdo da
variabilidade intra e interespecifica € de essencial importancia, pois permite o uso mais
eficiente dos recursos genéticos por parte dos melhoristas.

Caracterizar e explorar a variabilidade genética existente nas espécies de
passiflora pode revelar fontes de caracteristicas buscadas nos programas de

melhoramento, tais como, resisténcia ou tolerancia a pragas (FALEIRO et al., 2006). O
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estudo da diversidade consiste em uma atividade importante tanto para o melhoramento
de plantas quanto para a conservacdo de muitas espécies. Esse possibilita descrever e
diferenciar acessos, o que permite identificar gendtipos contrastantes a fim de realizar
cruzamentos promissores (CRUZ e CARNEIRO, 2006).

A diversidade genética reflete diferencas nas populacdes, que podem ser
estimadas por intermédio de diversos marcadores, como 0s descritores
morfoagrondmicos, fisioldgicos, bioquimicos e moleculares (AMARAL JUNIOR et al.,
2010). Os estudos de diversidade genética permitem inferir sobre organizacdo do
germoplasma, a eficiéncia da amostragem de genotipos, a definicdo de cruzamentos
artificiais e a incorporacdo de genes de germoplasma nativo e exético (VIEIRA et al.,
2007).

A caracterizacdo morfologica é a forma mais acessivel e utilizada para se
quantificar a diversidade genética do germoplasma disponivel. Segundo Vieira et al.
(2007), os melhoristas tém utilizado descritores morfoagrondmicos para caracterizar 0s
acessos e as plantas selecionadas ao longo do programa de melhoramento. Esses
descritores tém um papel fundamental na caracterizacdo e selecdo de plantas, sendo
decisivos na escolha da nova cultivar, aléem de permitir a estimacdo de parametros
genéticos e de diversidade genética em acessos conservados nos bancos de
germoplasma. A caracterizagcdo morfoagrondmica tem sido feita com base em caracteres
que sejam de facil deteccdo e mensuracdo, e sofram pouca influéncia ambiental.

A divergéncia genética de P. cincinnata foi estudada em 32 acessos conservados
na colecéo de trabalho da Embrapa Semi-Arido de Petrolina - PE, através da observacio
de descritores morfoldgicos, sendo estimada com base em 23 caracteres. Os acessos de
P. cincinnata apresentaram variabilidade genética para todos os descritores
morfoldgicos utilizados na avaliacdo (ARAUJO et al., 2008).

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

para a caracterizagdo de P. edulis, com alta contribui¢do na variagéo total observada.
2.4 Caracterizagdo agrondmica

Caracteristicas agrondmicas podem ser exploradas a partir de recursos genéticos,

sobretudo visando obter variabilidade que pode ser empregada na geracdo de variedades

27



mais produtivas, na busca de resisténcia a pragas e doencas, entre outras (FALEIRO et
al., 2011a).

Na caracterizacdo agrondémica, muitos descritores sdo considerados, exigindo
maior esforco e tempo para coleta dos dados. Todavia, em muitas situacdes, ndo ha
necessidade de um grande numero de descritores, sendo mais racional a selecdo
daqueles que melhor representam a variabilidade existente para a cultura estudada. Essa
caracterizacdo tem sido efetuada em colecdes de germoplasma para gerar informagoes
sobre a descricdo e a classificacdo do material conservado.

Silva et al. (2012) estimaram parametros genéticos relacionados com onze
caracteristicas agronémicas de uma populacdo de maracujazeiro-azedo sob o método de
selecdo recorrente. Os caracteres avaliados foram o numero de dias para o
florescimento, o peso médio dos frutos, o comprimento médio dos frutos, a largura
média dos frutos, a espessura média de casca, 0 teor de solidos sollveis totais, a
coloracdo da polpa, a média percentual de polpa, 0 nimero total de frutos, a producédo
total e o peso médio de frutos. Com essas caracteristicas, 0s autores encontraram a
existéncia de variabilidade genética disponivel na populacédo, assim, ha possibilidade de
selecdo de progénies superiores de maracujazeiro-azedo.

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

Por meio de avaliacdo agrondmica de parentais e hibridos de maracujazeiro-
azedo, Neves et al. (2013) identificaram pelo menos quatro hibridos de maracujazeiro-
azedo (H09-08, H09-10, H09-13 e H09-14) que apresentam médias de produtividades
de frutos acima de 40 t.haX. E que alguns hibridos (H09-10, H09-14 e H09-20) possuem
bom equilibrio para as principais caracteristicas, como produtividade de frutos, nimero
de frutos, massa de frutos, rendimento de suco, produtividade de suco e teor de sélidos

solliveis totais.
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Negreiros et al. (2008) caracterizaram frutos de progénies de meios-irmaos de
maracujazeiro-azedo em Rio Branco no estado do Acre, e observaram que alguns frutos
apresentaram caracteristicas desejdveis tanto para o mercado in natura como para a
industria, assim como superioridade de alguns acessos para futuros trabalhos de
melhoramento. Notaram também que algumas progénies apresentaram aptiddes apenas
para 0 mercado in natura enquanto outras apresentaram apenas para a industria. Esses
resultados indicam que os descritores agronémicos séo Uteis para diferenciar acessos de
maracujazeiro.

A compreensdo da base genética das caracteristicas agronémicas é primordial
para os programas de melhoramento; as estimativas de pardmetros genéticos,
correlagbes e da heranga genética das caracteristicas € essencial para a afirmagdo das
melhores estratégias de melhoramento (FALEIRO et al., 2006).

2.5 Caracterizacdo molecular

Acompanhando o avango da biotecnologia moderna, ferramentas estdo sendo
criadas e aprimoradas para auxiliar as pesquisas agropecuaria, a exemplo dos
marcadores de DNA. Esses marcadores apresentam aplicacbes em programas de
caracterizagdo de germoplasma, complementando as informacgdes das caracteristicas
morfologicas e agronémicas, aumentando o poder de resolucdo e de analise da
variabilidade genética dos acessos e também nos programas de melhoramento,
aumentando a eficiéncia de cada etapa e reduzindo o tempo gasto no desenvolvimento
de novas cultivares (FALEIRO et al., 2008).

O desenvolvimento de equipamentos cada vez mais automatizados e da
bioinformética tém favorecido a geracdo de uma quantidade ilimitada de marcadores
moleculares, permitindo a cobertura completa do genoma de interesse. Tais avangos
vém potencializar a incorporacdo dos marcadores moleculares nos programas de
melhoramento (PEREIRA et al., 2005). Uma grande vantagem dos marcadores
moleculares é a investigacdo direta das caracteristicas genotipicas, o que permite a
deteccdo de variagdo ao nivel de DNA, excluindo, portanto, influéncias ambientais.

O uso de marcadores moleculares é uma ferramenta complementar na
caracterizacdo de germoplasma e, consequentemente, para a identificacdo especies
silvestres. No que se refere ao estudo da variabilidade genética de passiflora, o uso de

marcadores moleculares do DNA tem sido muito util por permitirem a obtencdo de um
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grande numero de polimorfismo genético em qualquer estadio do desenvolvimento da
planta ou a partir de cultura de células ou tecidos (FALEIRO, 2007).

A escolha de uma técnica de marcador molecular depende de sua
reprodutibilidade e simplicidade. Os diferentes tipos de marcadores moleculares
disponiveis hoje se diferenciam pela tecnologia utilizada para revelar a variabilidade ao
nivel de DNA, e assim variam de acordo com a habilidade de detectar diferencas entre
os individuos, custos, facilidade de uso, consisténcia e repetibilidade (BOREM e
CAIXETA, 2009).

Marcadores ligados a diferentes caracteristicas de importancia econémica tém
sido desenvolvidos (BOREM e CAIXETA, 2009). Paula et al. (2010) utilizando
marcadores moleculares analogos a genes de resisténcia (RGA — Disease Resistance
Gene Analogs), avaliaram espécies de passifloras silvestres, nas quais encontraram uma
grande variedade de marcadores RGA. Essa variabilidade possibilita estabelecer graus
de similaridade genética entre os materiais, além de identificar sequéncias relacionadas
a genes de resisténcia a doencas em plantas, que podem ser (teis em cruzamentos
futuros.

Em maracujazeiro, os marcadores moleculares podem ser utilizados de forma
eficiente nas diversas etapas dos programas de melhoramento. Na etapa de pré-
melhoramento podem ser utilizados na caracterizacdo e avaliagdo de bancos de
germoplasma, bem como no mapeamento e analise de genes de interesse. Na etapa do
melhoramento propriamente dito, os marcadores podem ser empregados tanto no
melhoramento populacional quanto em atividades de hibridagdo, auxiliando na
maximizacao ndo s6 dos ganhos genéticos, mas também da heterose. Na etapa de pos-
melhoramento, podem ser utilizados para assegurar a paternidade de cultivares,
seminais ou clonais, desenvolvidas, bem como para monitorar a pureza das sementes ou
clones produzidos e repassados aos agricultores (PEREIRA et al., 2005). Sendo essa,
uma etapa fundamental para o registro e protecao de cultivares.

Reis et al. (2011) utilizou 23 pares de iniciadores microssatélites na genotipagem
de 66 genoOtipos de maracuja-azedo, onde foram selecionados 25 gendtipos utilizando
dados agrondmicos e moleculares. O autor relatou que para produtividade, nimero de
frutos e dias de florescimento, as progénies selecionadas por marcadores moleculares
apresentaram maiores médias, concluindo que as anélises moleculares foram mais

eficientes na selecdo de gendtipos.
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Contudo, a utilizacdo dos marcadores moleculares no melhoramento de plantas,
teoricamente, é viavel em muitas das aplica¢fes. O custo da tecnologia dos marcadores
moleculares, o tempo consumido nas anélises laboratoriais, o custo da avaliagdo das
caracteristicas, entre outros, determina a viabilidade do seu uso em cada caso (BOREM
e MIRANDA, 2009).

2.5.1 Marcador RAPD

O Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD) tem se mostrado
eficiente na identificacdo e na quantificacdo da variabilidade genética em diversos
grupos de plantas, motivo pelo qual vem sendo usado como ferramenta auxiliar em
programas de caracterizacdo e uso de recursos genéticos e programas de melhoramento
(FALEIRO, 2007). A técnica € capaz de detectar variacdes diretamente no DNA, e isso
tém sido intensamente utilizados para diferentes estudos genéticos de diversas
cultivares, incluindo importantes trabalhos sobre a variabilidade genética do
maracujazeiro (FALEIRO et al., 2005Db).

A técnica RAPD apresenta como principais vantagens a facilidade e rapidez na
obtencdo dos marcadores, a necessidade de quantidades minimas de DNA e a
universalizacdo das analises. Os marcadores RAPD tem como caracteristicas principais
a obtencdo de ‘fingerprints' (impressdes digitais) gendmicos de individuos, variedades e
populacdes, a analise estrutural e diversidade genética em populacdes de melhoramento
e bancos de germoplasma, o estabelecimento de relacionamentos filogenéticos entre
diferentes espécies, a construcdo de mapas genéticos de alta cobertura gendmica e a
localizac&o de genes de interesse econdmico (FALEIRO, 2007).

Populacdes de P. alata, P. cincinnata, P. edulis, P. foetida, P. gibertii, P.
malacophylla, P. maliformis, P. mucronata e P. suberosa, e plantas provenientes de
cultivos de P. edulis, foram avaliadas com marcadores RAPD (VIANA et al., 2003).

Estudos comparativos entre diferentes espécies de passiflora tém obtido grande
sucesso ao utilizar marcadores moleculares do tipo RAPD (VIANA e SOUZA, 2010).
Enquanto que, Bellon et al. (2007) em Planaltina no Distrito Federal, avaliaram a
divergéncia com marcadores RAPD em gendtipos comerciais e acessos silvestres de P.
edulis, a fim de direcionar os cruzamentos para uso futuro nos programas de
melhoramento, visando a introducdo de acessos nas linhas de pesquisa do maracujazeiro

para o mercado de consumo in natura, ornamental e medicinal.
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2.5.2 Marcador ISSR

O marcador molecular ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) é uma dentre
muitas técnicas de fingerprinting baseada em PCR (Polymerase Chain Reaction) que
utiliza primers de sequéncia simples repetitiva para amplificar regides entre sequéncias
alvo. Essa técnica tem a capacidade de gerar um grande numero de marcadores
multiloci e podem ser aplicados para analisar praticamente qualquer organismo, mesmo
aqueles para os quais se dispGe de pouca ou nenhuma informagdo genética prévia
(FALEIRO, 2007). O uso de marcadores ISSR em plantas superiores sdo conhecidos
por serem altamente reprodutiveis, polimorficos, e informativos, rapidos de usar e
pouco onerosos (ZIETKIEWICZ et al., 1994; BARTH et al., 2002).

O ISSR revela o polimorfismo multiloco com a utilizagdo de apenas um primer,
ancorado ou sem ancora, baseado em regides SSRs (Simple Sequence Repeats). O
polimorfismo observado pode ser utilizado na inferéncia da diversidade genética e no
estudo evolutivo e taxondmico (REDDY et al., 2002; ISSHIKI et al., 2008).

Os primers ISSR sdo compostos por uma sequéncia do microssatélite
usualmente de 16 a 25 bp de comprimento e sdo utilizados para amplificar
principalmente as sequéncias Inter-SSR de diferentes tamanhos (FALEIRO, 2007). Em
contraste com outros marcadores moleculares, as sequéncias alvo dos primers ISSR séo
abundantes em todo o genoma eucariético, o que, por conseguinte, ajuda a revelar um
nimero muito maior de loci polimérficos do que outros marcadores dominantes
(ANSARI et al., 2012).

Os produtos amplificaveis sdo geralmente de 200-2000 pb (pares bases) de
comprimento e apresentam alta reprodutibilidade, possivelmente devido ao uso de
iniciadores longos e de alta temperatura de anelamento. A limitacdo dessa classe de
marcadores esta relacionada ao fato de serem dominantes que impossibilita estabelecer
relacbes alélicas entre os individuos. A técnica de ISSR possui vantagens como
reprodutibilidade, facil uso e baixo custo em comparacdo com diversos outros tipos de
marcadores moleculares (REDDY et al., 2002).

Estudos comparativos entre diferentes espécies de passiflora tém obtido grande
sucesso ao utilizar marcadores moleculares do tipo ISSR (SANTOS et al., 2011). No
entanto germoplasma de maracujazeiro envolvendo varias espécies ainda séo
incipientes. A variabilidade genética presente no género Passiflora torna-se uma
ferramenta valiosa para agdes de melhoramento em busca de gendtipos mais adequados

ao sistema intensivo de cultivo.
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No sudoeste do estado da Bahia, populacbes nativas de P. setacea foram
avaliadas por meio de 11 primers de ISSR e quatro pares de primers RGA (Analogs
Markers of Resistance Gene) (PEREIRA et al., 2015). Neste estudo, foi detectada
variacdo na porcentagem de locos polimorficos e consideravel diferenciacdo genética

entre as populagdes.

2.6 Parametros genéticos

A obtencdo dos valores de parametros genéticos é imprescindivel para
identificacdo da natureza de acdo dos genes envolvidos no controle das caracteristicas
de importéncia (caracteres quantitativos). Assim sendo, a estimacdo avalia a eficiéncia
de diferentes estratégias de melhoramento para que sempre haja possibilidade de ganhos
e que a variabilidade genética seja mantida (CRUZ e CARNEIRO, 2006).

O termo parametro é usado para designar as constantes caracteristicas de uma
populacdo, especialmente, a média e a variancia. Estimar os parametros genéticos é
necessario para: a) obter informacdes sobre a natureza da acdo dos genes envolvidos na
heranca dos caracteres sob investigacdo; e b) estabelecer a base para a escolha dos
métodos de melhoramento aplicaveis a populacdo. Ao discutir a estimacdo de
pardmetros genéticos, é preciso, contudo, considerar que as estimativas obtidas s6 séo
vélidas para a populacdo da qual o material experimental constitui algum tipo de
amostra, e para as condicfes de ambiente em que o estudo foi conduzido. Assim,
qguando se pretende estimar, experimentalmente, as variancias genéticas, tanto os
genétipos quanto os ambientes de experimentacdo devem constituir amostras
apropriadas da populacdo e da éarea geografica de interesse, respectivamente
(COCKERHAM, 1956).

E necessério ainda considerar que ndo se consegue estimar o componente da
variacdo genética, quando um ensaio é conduzido, independentemente, do componente,
devido & interagdo gendtipo x ambiente (GARDNER, 1963). A estimativa de
parametros genéticos € essencial na quantificacdo da magnitude da variabilidade e a
extensdo em que 0s caracteres desejaveis sao herdados, a fim de efetuar o planejamento
com vistas a promover o avango de um programa eficiente de melhoramento genetico
(VENCOVSKY e BARRIGA, 1992).

Conhecer o grau de associacdo entre os caracteres € de grande valor nas
estratégias do melhoramento, pois esclarecem e quantificam as relagcdes entre eles,

principalmente, quando a selecdo de um carater promove modificacbes em outros
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caracteres correlacionados (KHALIQ et al., 2004; RAMALHO et al., 2008). E uma
importante ferramenta que permite a selecdo indireta usada quando a selegdo de um
carater de interesse for dificultada devido a baixa herdabilidade ou a problemas de
mensuracdo e de afericdo (CRUZ e CARNEIRO, 2006). Além disso, outra importante
aplicacdo das correlacdes € contribuir para a eficiéncia na selecdo simultanea de
caracteristicas de interesse (SANTOS e VENCOVSKY, 1986).

2.7 Pré-melhoramento

A palavra pré-melhoramento foi traduzida a partir de termos vindos da lingua
inglesa como pre-breending, introgression breeding, genetic base broadening ou
germplasm enhancement. E usada para definir a fase do desenvolvimento do
germoplasma em materiais mais atrativos aos melhoristas, entretanto, o conceito de pré-
melhoramento pode também variar conforme a espécie em estudo, por exemplo, o que é
pré-melhoramento em espécies anuais € considerado melhoramento em espécies perenes
(FALEIRO et al., 2008).

De acordo com Nass (2011), os programas de pré-melhoramento podem
contribuir, de muitas maneiras, tanto para as atividades relacionadas aos recursos
genéticos quanto para os programas de melhoramento genético. Entre as contribuigdes
desses programas podem-se citar:

o Sintese de novas populacdes base para os programas de melhoramento;

. Identificacdo de genes potencialmente Uteis;

. Identificacdo e estabelecimento de novos padrdes heterdticos;

. Melhor conhecimento do comportamento per se e em cruzamento dos
acessos;

. Maior quantidade e qualidade das informacGes sobre 0s acessos;

o Estabelecimento de cole¢cdes nucleares (core collections);

o Maior probabilidade de uso dos recursos genéticos vegetais.

Dentre as possibilidades referidas anteriormente, pode-se afirmar que a geracéo
de novas populagGes base para 0 melhoramento e a identificacdo de padrbes heteroticos,
0s quais sdo fundamentais em programas de melhoramento que exploram o vigor de
hibrido ou heterose, séo as contribui¢cbes mais palpaveis e significativas dos programas
de pré-melhoramento. Estes programas podem tornar-se importantes estratégias de

ligagdo dos programas de melhoramento com as acdes biotecnoldgicas, em especial
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aqueles dedicados a informacdo genémica funcional. Assim, as acles de pre-
melhoramento poderdo tornar-se importantes instrumentos na composi¢cdo dos bancos
de caracteres para as mais variadas fungdes bioldgicas (NASS, 2011).

Nos ultimos anos, busca-se aumentar a base genética dos programas de
melhoramento visando a selecdo de genotipos de maracuja-azedo e maracuja doce mais
produtivos, mais resistentes a doengas e com melhor qualidade fisica e quimica dos
frutos, sendo que uma das alternativas é o pre-melhoramento com a identificagdo de
caracteristicas de interesse em espécies silvestre e suas transferéncias para gendtipos
elite por meio da hibridacdo interespecifica e acles sucessivas de selecdo e
recombinacdo (FALEIRO et al., 2011b). Devido a isso, € que é cada vez mais
imprescindivel a realizacdo de estudos ligados a caracterizacao das espécies silvestres.

Em um programa de pré-melhoramento hd a realizacdo de atividades
fundamentais nas cole¢es mantidas em bancos de germoplasma que se constituem em
uma etapa indispensavel, ja que visa a identificacdo, caracterizacdo e posterior uso dos
genotipos promissores em cruzamentos com germoplasma elite (FALEIRO et al.,
2011a) ou mesmo a utilizacdo direta do material.

O sucesso do pré-melhoramento abrange, pelo menos, duas fases, a primeira
refere-se ao conhecimento de genes ou caracteristicas potencialmente Uteis de espécies
silvestres, ou de popula¢Bes ndo-melhoradas; e a segunda, a sua utilizagdo pratica com a
introgressdo em materiais elite agronomicamente adaptados com caracteres comerciais
prontamente utilizadas nos sistemas agricolas (FALEIRO et al., 2008).

As atividades de pré-melhoramento, envolvendo o conhecimento de genes
potencialmente Uteis de espécies silvestres e sua incorporacdo em variedades com
caracteristicas comerciais, sdo de grande importancia para subsidiar a utilizacdo pratica
dos recursos genéticos e ampliar a base genética dos programas de melhoramento.
Desse modo, as pesquisas que envolvem prospeccdo, conservacgdo e caracterizagdo de
germoplasma assumem importancia estratégica e sdo fundamentais para viabilizar o uso
de caracteristicas agronémicas encontradas nos materiais silvestres, como 0s
componentes primarios relacionados com a produtividade, qualidade de frutos e
resisténcia a estresses bioticos e abiéticos (FALEIRO et al., 2011a).

As plantas do género Passiflora apresentam potencial agronémico, funcional e
medicinal sendo necessaria a intensificacdo dos trabalhos de pesquisa visando ao maior
conhecimento do germoplasma de maracujazeiro silvestre (COSTA e TUPINAMBA,
2005).
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Peixoto et al. (2005) descrevem a importancia das plantas do género Passiflora
que apresentam grande valor ornamental que é conferido pelas suas belas flores, que
exercem atragdo pelo seu tamanho, exuberancia das cores e originalidade das formas,
apresentando grandes perspectivas em relacdo a exploracdo do seu potencial
paisagistico; também pelos seus frutos que além de serem consumidos in natura, sdo
usados para fazer sucos, doces, refrescos e sorvetes.

Assim, a utilizagdo diversificada do maracujazeiro como planta frutifera,
ornamental, medicinal e como porta-enxerto € considerada uma importante demanda
para as acOes de pesquisa e desenvolvimento visando atender as demandas do setor
produtivo, industrial e dos consumidores (FALEIRO et al., 2006).

Para que haja exploracdo de todo o potencial das espécies silvestres de
maracujazeiro € necessario o envolvimento da pesquisa basica nas areas de conservacao
e caracterizacdo dos recursos genéticos e da pesquisa aplicada voltada para o
melhoramento genético. Para maximizar o sucesso do pré-melhoramento é essencial
haver integracdo das etapas com as atividades e demandas dos programas de
melhoramento e pos-melhoramento. Sendo assim, é indispensavel o conhecimento
abrangente da variabilidade genética intraespecifica disponivel para 0 melhoramento e
das demandas de mercado, considerando novas opg¢des de produtos e novas alternativas
para os sistemas de producdo (FALEIRO et al., 2011a).

2.8 Armazenamento de sementes de Passiflora spp.

As condicfes de armazenamento sdo os fatores mais importantes para a
conservacdo da viabilidade das sementes, especificamente a temperatura e umidade
relativa. Para sementes ortodoxas, as melhores condi¢des para a manutencdo da
qualidade sdo a baixa umidade relativa do ar e a baixa temperatura, por reduzirem a
atividade metabolica do embrido e, consequentemente, a deterioracdo (CARVALHO e
NAKAGAWA, 2012; MARCOS FILHO, 2005).

A deterioracdo das sementes € um processo que se inicia a partir do ponto de
maxima maturacdo fisiologica, em ritmo progressivo, reduzindo a qualidade e
culminando com a morte da semente (MARCO FILHO, 2005). Deste modo, o principal
desafio do armazenamento de sementes € o de reduzir a velocidade de deterioracéo,
visto que a melhoria da qualidade ndo é possivel, mesmo em condigdes ideais
(VILLELA e PEREZ, 2004). O sucesso do armazenamento depende do conhecimento
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prévio do comportamento fisioldgico no armazenamento, ja que sementes de diferentes
espécies exigem condigdes especiais para a sua conservagao.

Visando avaliar a germinacdo de sementes de P. mucronata recém-colhidas e
apos armazenamento, Santos et al. (2012) observaram que as sementes recém-colhidas,
em rolos de papel Germitest® e colocadas em cdmara de germinagdo com alternancia de
temperatura de 20-30 °C, e fotoperiodo de 16 h. Possuem alto potencial germinativo,
mas com o passar do tempo a germinacgdo diminui, sendo zero aos quatro e 12 meses de
armazenamento. Pré-tratamentos em banho-maria e escarificagdo com lixa promoveram
um aumento na germinacdo das sementes de P. mucronata, mas ndo o suficiente para
aquelas armazenadas por 12 meses.

Nogueira Filho et al. (2005) trabalhando com P. caerulea, observaram
germinacdo de 55% das sementes recém colhidas e, apos 37 dias de armazenamento, as
sementes do mesmo lote que o anterior ndo germinaram. Meletti et al. (2002) relataram
que sementes de P. setacea apresentam periodo de dorméncia longo, sendo necessario
armazenamento superior a dois anos para a quebra de dorméncia. Esta necessidade de
armazenamento para a quebra de dorméncia também foi verificada para a espécie P.
cincinnata (ZUCARELI et al., 2009).

Souza et al. (2015) avaliando tempo e condi¢fes de armazenamento das
sementes na germinacao e desenvolvimento de P. ligularis (granadilla), observaram que
a obtencdo de mudas de granadilla deve ser feita a partir de sementes mantidas em
camara fria, por periodo superior a 3 meses. Sementes recém-retiradas de frutos
possuem baixa porcentagem de germinacdo e menor crescimento em altura quando
comparadas com plantas provenientes das sementes armazenadas por 24 meses em

temperatura de 7 a 10 °C.

2.9 Germinagéo e qualidade de sementes de Passiflora spp.

A germinacdo das sementes ocorre quando, sob condi¢fes apropriadas, 0 eixo
embrionario reinicia seu desenvolvimento que tinha sido interrompido por ocasido da
maturacgdo fisioldgica (CARVALHO e NAKAGAWA, 2000). O potencial fisiologico
dos lotes de sementes é rotineiramente avaliado pelo teste de germinacdo, conduzido
sob condicBes 6timas de umidade, temperatura, luz e substrato, permitindo a expressdo
méaxima do potencial de germinacé&o.

As investigacOes realizadas nessa esfera séo ainda incipientes e sdo muitas as

barreiras que envolvem o processo de germinagdo para as espécies de maracujazeiro,
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como a dorméncia que pode estar ligada a diversos fatores fisicos (impermeabilidade do
tegumento a &gua e gases), quimicos (presenca de fatores inibidores), mecanicos
(resisténcia do tegumento ao crescimento do embrido) ou fisiol6gicos (dorméncia,
maturidade, vigor), mecanismos fisiologicos de inibicdo da germinacdo (DELANOY et
al., 2006).

Os problemas relacionados a qualidade fisiologica das sementes podem ser
apontados como 0s mais importantes, em relacdo a manutencdo das sementes
armazenadas, e também, quanto a formacdo de mudas, causando problemas como a
desuniformidade na germinacdo, que podem comprometer diretamente a formacéo de
mudas (NEGREIROS et al., 2006). Padua et al. (2011) ressaltaram ainda, que é
importante conhecer os outros aspectos que afetam a germinacdo das sementes. Dentre
estes, destacam-se 0s de origem genética (variacdo entre espécies e cultivares), de pré e
pos-colheita (ponto de maturacdo do fruto, injarias mecanicas durante a colheita,
processamento,  problemas  fitossanitarios, variacbes  climaticas, secagem,
armazenamento), morfoldgicos, dentre outros.

Para obtencdo de sementes de alta qualidade, um dos aspectos que deve ser
atendido é o momento de sua coleta, que pode ser determinada pelo estadio de
desenvolvimento dos frutos. Pensando nisso, Negreiros et al. (2006) buscaram verificar
a influéncia do estagio de maturacdo dos frutos e do periodo de armazenamento pos-
colheita sobre a germinacdo e o desenvolvimento inicial de maracujazeiro-azedo (P.
edulis). Observaram que a extracdo de sementes de maracujazeiro-azedo deve ser feita
nos frutos em estadio de maturagdo 2 (fruto com 5 até 50% de coloracdo amarela) e 3
(fruto com mais de 50% de coloracdo amarela). Verificaram, também, que o
desenvolvimento das mudas de maracujazeiro-azedo é melhor observando quando,
mantém-se os frutos durante 3 a 6 dias em armazenamento antes da extracdo de suas
sementes.

Segundo Delanoy et al. (2006), diversos autores revelaram que a germinacéao de
maracujazeiros pode se estender de dez dias a trés meses, apresentando baixa
porcentagem de germinacdo e irregularidade na formagdo de mudas. Fowler e
Bianchetti (2000) observaram que algumas espécies possuem dorméncia em suas
sementes. A dorméncia das sementes de maracujazeiro pode estar ligada ao tegumento
das sementes e que, provavelmente combina fatores mecénicos e quimicos (MIRANDA
et al., 2009).
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As sementes dos maracujazeiros cultivados em sua maioria sdo recalcitrantes e
na natureza perdem a viabilidade muito rapido. A germinacdo geralmente diminui
quando o periodo de armazenamento é aumentado. Quando as sementes sdo
beneficiadas e armazenadas apresentam uma baixa taxa de germinacdo, além de
apresentar uma menor velocidade de germinacdo e menor vigor (GURUNG et al.,
2014).

Pesquisas relacionadas aos fatores que tém interferéncia na viabilidade e vigor
sdo Uteis para a avaliacdo do potencial fisiologico das sementes. Tém importancia na
definicdo das estratégias de armazenamento, principalmente para espécies ndo
cultivadas, em que a heterogeneidade genética e fisiologica das amostras é pronunciada.
Dada a importancia, Padua et al. (2011) avaliaram a germinacdo de P. setacea em
resposta a niveis de desidratacdo, exposicdo a baixas temperaturas e a tratamentos pré-
germinativos. Estes autores observaram que as sementes sdo tolerantes a dessecacdo até
niveis proximos de 4% de teor de agua, que baixas umidades e temperatura de
armazenamento induzem as sementes a dorméncia; e a longevidade é maior quando
armazenadas em temperaturas subzero.

Meletti et al. (2007) buscando avaliar a qualidade fisioldgica das sementes de
seis acessos de maracujazeiro submetidas a criopreservacdo, observaram que tanto com
30% quanto com 20% de umidade, as sementes de P. nitida se comportaram como do
tipo recalcitrante, ndo aceitando a desidratacdo para armazenamento a ultra-baixa
temperatura. A secagem para 20% provocou danos ainda maiores as sementes. Apds a
criopreservacdo, no teste padrdo de germinacdo, as sementes, em sua maioria,
apresentaram tegumentos estourados, com danos no embrido, em funcdo do
congelamento das estruturas.

As espécies P. edulis e P. ligularis, tém niveis diferentes de tolerancia a
dessecacdo, devido a sensibilidade das sementes a secagem. A espécie P. edulis se
comporta como intermediéria, ao contrario de P. ligularis que mostra ser do tipo
ortodoxa. Além das diferencas interespecificas, devido as diferencas de sensibilidade a
secagem das sementes de diferentes acessos, sugere-se que haja tipos intermediarios e
ortodoxos entre acessos da mesma dento de uma mesma espécie (OSPINA et al., 2000).

A germinacéo pode ser promovida ou acelerada pela aplicacdo de reguladores de
crescimento, tais como auxinas, citocininas, giberelinas (GAs), etileno e outros. As
giberelinas estdo diretamente relacionadas & germinacdo de muitas sementes, uma vez

que sua aplicacdo exdgena promove a expressdo dos genes que controlam a sintese das
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enzimas envolvidas na degradacdo de paredes celulares do endosperma, induzindo o
crescimento do embrido e estimulando o processo germinativo. O tipo de giberelina
mais utilizado in vitro é o &cido giberélico (GAs) (BRAUN et al., 2010; SANTOS et al.,
2010).

A germinacdo natural de P. cincinnata é baixa e bastante irregular, fazendo-se
necessario o uso de indutores de germinacdo. No caso da cultivar melhorada
geneticamente, a P. cincinnata cv. BRS Sertdo Forte, deve-se fazer a imersdo das
sementes na solugdo contendo12 mL de Promalin® (GA4+7+N-fenilmetil-aminopurina)
em 988 mL de &gua destilada. Nesta solucdo a concentracéo do principio ativo é de 225
mg por litro. Deixar as sementes na solugdo por 24 horas. Retirar as sementes da
solucdo e semear diretamente em saquinhos plasticos ou outro recipiente destinado a
semeadura e formacdo de mudas. Utilizaram-se sacos plasticos preto de polietileno
medindo 9 cm de didmetro e 15 cm de altura (EMBRAPA, 2017b).

O tratamento de sementes com reguladores de crescimento tem permitido uma
sensivel melhoria da porcentagem e uniformidade de germinacdo de cultivares
comerciais de P. setacea cv. BRS Pérola do Cerrado e de P. cincinnata cv. BRS Sertéo
Forte (EMBRAPA 2017a; EMBRAPA, 2017b). Neste contexto e devido ao potencial
uso dessas espécies como cultivares comerciais e de porta-enxerto, estudos mais
aprofundados sobre a germinacdo e armazenamento das sementes tornam-se de extrema
importancia para a producéo de mudas.

Estudos comparativos entre P. gibertii, P. cincinnata e P. edulis, constataram
que estas espécies apresentam grande variabilidade quanto a porcentagem de sementes
germinadas, uniformidade e velocidade de germinacdo, fato esse que influencia no
manejo das mudas na fase de viveiro (VASCONCELLOS et al., 2005).

Para sementes de P. edulis, a extracdo do arilo por meio de friccdo sobre peneira
de malha de ago por trés minutos, imersdo em cal virgem a 10% durante 10 minutos,
friccdo sobre peneira de malha de aco com areia grossa por trés minutos e fermentagéo
natural por seis dias, promoveram uma germinacdo mais rapida (MARTINS et al.,
2006).

Martins et al. (2010) fizeram uma prospecc¢éo fitoquimica do arilo de sementes
de P. edulis e observaram a influéncia na germinacdo de sementes. No extrato de arilo
das sementes de P. edulis, foram observadas a presenca de substancias inibidoras da
germinacdo, tais como: esteroides, triterpendides, aclcares redutores, que interferiram

direta ou indiretamente na absorcao de agua.
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Rosseto et al. (2000) estudaram os efeitos de tratamentos pré-germinativos em
sementes de P. alata, aplicando soluc@es de acido giberélico. Em um primeiro estudo as
sementes foram colocadas para germinar em substrato umedecido com solucGes de 0;
100 e 300 ppm de &cido giberélico; no segundo as sementes foram mergulhadas em
solucdes de 0 e 300 ppm, durante 24 horas. Constataram que apenas o tratamento da
imersdo das sementes em solucBes de &cido giberélico apresentou resultados de
germinacao.

A temperatura também influencia a germinacdo, pois € determinante na
velocidade de absorcdo de agua e, portanto, nas reacdes bioguimicas que determinam
todo o processo. Assim, a germinacdo s6 ocorrera dentro de determinados limites de
temperatura, 0s quais englobam uma temperatura, ou faixa de temperatura, em que 0
processo ocorre com maxima eficiéncia (CARVALHO e NAKAGAWA, 2000).

Marostega et al. (2015) estudando o efeito da temperatura e do tempo de imersédo
em agua, na superacdo da dorméncia em sementes de P. suberosa, observaram que a
imersdo de sementes em &gua destilada a 50°C por 5 minutos apresentou melhor
porcentagem de germinacdo para a espécie (35 %), entretanto, os autores sugerem que
novas analises com uso de outras técnicas para aumentar esse porcentual germinativo,
sejam testadas e adaptadas.

Junghans et al. (2006) estudando o potencial germinativo de maracujazeiro, a
partir da avaliacdo da germinacdo in vitro e ex vitro de sementes de P. gibertii com e
sem tegumento parcialmente removido. Observaram que as sementes de maracujazeiro
apresentam dorméncia sob condiges in vitro, ocasionando taxas de germinagéo baixas
e desuniformes. Roncatto et al. (2006) mencionam a germinacdo de P. gibertii sob
condicdes de viveiro coberto com sombrite proporcionando 50% de sombreamento,
proporcionou taxa de germinacdo de 47%, que é considerada baixa. Carvalho et al.
(2012) avaliando a germinagéo in vitro de P. gibertii, com escarificagdo mecéanica e
acido giberélico. Observaram que a escarificacdo da extremidade de sementes com
pincga e bisturi proporciona maiores médias para a germinacao e indice de velocidade de
germinacdo de sementes de P. gibertii. A adi¢do do regulador de crescimento GAs ao

meio de cultura ndo afeta a germinacdo in vitro de P. gibertii.

2.10 Emergéncia de plantulas de Passiflora spp.
Estudos tém sido realizados com o intuito de reduzir o tempo necessario entre a

semeadura e a emergéncia das plantulas. Alguns tratamentos tém se mostrado eficientes
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neste sentido. Alexandre et al. (2004) trabalhando com a emergéncia e o indice de
velocidade de emergéncia em maracujazeiro-azedo, constataram que essas
caracteristicas séo fortemente influenciadas pelo gendtipo das plantas.

Ferreira et al. (2007) avaliando a emergéncia de plantulas de maracujazeiro-
azedo oriundas de sementes tratadas com bioestimulante, verificaram durante todo o
periodo de emergéncia, que as sementes do tratamento testemunha apresentaram menor
desempenho em relacdo aquelas tratadas com bioestimulante.

O maracuja-doce (P. alata) apresentou melhor emergéncia de plantulas (62; 60,5
e 57,75 %), respectivamente, quando foi removido o arilo mediante friccdo em malha de
arame com areia, imersdo em solucdo com cal ou &cido cloridrico, ambos com agitacéo
por trinta minutos (OSIPI et al., 2011).

Aguiar et al. (2014) avaliaram métodos de extracdo da mucilagem e também
substratos na emergéncia e no desenvolvimento de plantulas de maracujazeiro-azedo,
em camara de nebulizacdo. Estes autores observaram que a extragcdo da mucilagem das
sementes por meio da lavagem em agua ou fermentacdo em &gua e 0s substratos casca
de arroz carbonizada e a fibra de coco foram os mais indicados na emergéncia e 0
desenvolvimento de plantulas de maracujazeiro-azedo.

Diferentes fatores externos podem afetar negativa ou positivamente o
desempenho das sementes, dentre estes fatores, encontra-se 0 uso de biostimulantes.
Ferraz et al. (2014) ao estudarem os efeitos de bioestimulante na emergéncia e
crescimento de plantulas de maracujazeiro ‘Roxinho do Kénia’ (P. edulis Sims).
Observaram que a aplicacio de bioestimulante nas doses de 6 e 12 mL.kg™ promoveu o
aumento da porcentagem de emergéncia.

Sementes frescas obtidas de frutos maduros recém-colhidos de P. alata, P.
cincinnata, P. edulis, P. gibertii e P. setacea apresentam uma répida e elevada taxa de
emergéncia, apds a imersdo em solugdo de GAs entre 500 e 1.000 mg L (SANTOS et
al. 2016). Assim como na emergéncia, os reguladores também podem proporcionar um
aumento significativo no crescimento das plantulas, o que pode resultar em uma

formacdo mais rapida e uniforme das mudas.

2.11 Utilizacdo dos descritores morfoagronémicos do SNPC (MAPA) na
caracterizacgéo de Passiflora spp.
A protecdo dos direitos relativos a propriedade intelectual referente a cultivar se

efetua mediante a concessdo de um Certificado de Protecdo da Cultivar, considerado
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bem movel para todos os efeitos legais e Unica forma de protecdo de cultivares e de
direito que poderd obstar a livre utilizagdo de plantas ou de suas partes de reprodu¢éo ou
de multiplicagdo vegetativa, no pais (WOLFF, 2009).

A Lei de Protecdo de Cultivares criou, no ambito do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), o Servico Nacional de Protecdo de Cultivares
(SNPC), responsavel pela gestdo dos aspectos administrativos e técnicos da matéria.
Dentre as diversas competéncias que lhe sdo atribuidas, destacam-se a analise de
requerimentos e a outorga dos certificados de protecdo aos obtentores. E dever funcéo
do SNPC manter a base de dados e conservar as amostras vivas para fins de
fiscalizacdo, além de monitorar as caracteristicas originais de cultivares protegidas no
territdrio nacional (AVIANI, 2011).

Para a obtencdo dos descritores, o Servico Nacional de Protecdo de Cultivares
(SNPC), orgdo vinculado ao Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(MAPA), responsavel por executar e acompanhar a¢des de protecdo de cultivares no
pais estabeleceu e publicou um conjunto de instrucGes oficiais para realizacdo de testes
de distinguibilidade, homogeneidade e estabilidade (DHE) de cultivares de maracuja.
No entanto, a aplicacdo segura e eficaz desses instrumentos requer a validacao
experimental com diversos cultivares conhecidos, a fim de se estabelecer cultivares-
exemplo, fundamentais para viabilizar a harmonizacdo de metodologias aplicadas em
diferentes regides e por distintos avaliadores (MAPA, 2017).

Em um esforco conjunto, profissionais do Servico Nacional de Protecdo de
Cultivares (SNPC/MAPA) e do grupo de pesquisa Maracuja: germoplasma e
melhoramento genético liderado pela Embrapa, desenvolveram um conjunto de
descritores para ensaios de distinguibilidade, homogeneidade e estabilidade de
Passiflora edulis Sims. Esse trabalho gerou um manual pratico, que foi idealizado com
0 objetivo de contribuir para a melhoria do instrumento legal para protecdo de cultivares
de maracujazeiro-azedo (P. edulis Sims).

Para o desenvolvimento desse manual pratico ilustrado para aplicacdo dos
descritores de P. edulis Sims, foram realizadas ac¢Oes de pesquisa para a validagédo de
descritores para caracterizacdo de cultivares de maracujazeiro-azedo e
operacionalizacdo das instrucfes oficiais para realizacdo de testes de distinguibilidade,
homogeneidade e estabilidade.

No manual pratico, que apresenta 28 descritores de ramos e folhas, flor e fruto.

Cada descritor e respectivas classes fenotipicas sdo apresentadas de forma ilustrada para
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uniformizar, padronizar e evitar erros no processo de obtencdo dos descritores. Os
descritores morfoagrondmicos utilizados em ensaios de DHE de cultivares de
maracujazeiro-azedo (Passiflora edulis Sims), apresentam-se divididos em trés grupos
(ramos-folhas, flores e frutos), sendo sete descritores dos ramos-folhas, 13 das flores e
oito dos frutos.

Esse manual é de grande utilidade para os pesquisadores de passifloras,
especialmente para as equipes de melhoristas, que a cada dia vem trabalhando no
desenvolvimento de novas cultivares para atender as demandas da sociedade. Segundo
Borges et al. (2005), para que os produtos tecnologicos desenvolvidos pelos programas
de melhoramento genético cheguem aos produtores e beneficiem toda cadeia produtiva,
acOes de validacéo e transferéncia de tecnologia sdo essenciais.

As instrucdes para realizacdo dos ensaios de DHE e a tabela dos descritores
minimos para P. edulis Sims foram desenvolvidas e publicadas em dezembro de 2008,
no Diario Oficial da Unido N° 246 (BRASIL, 2014). Para a aplicacdo segura e eficaz
desses instrumentos e para a obtencdo dos descritores, é importante uma harmonizacéao
de metodologias aplicadas em diferentes regides e por avaliadores distintos.

Segundo Jesus et al. (2015) com o objetivo de buscar a harmonizacdo necesséria
para aquisi¢do dos descritores, foi feita uma validagdo experimental dos descritores
utilizados, na qual foram consideradas as variagdes (tamanho dos frutos, formato dos
frutos, formato das folhas) que ocorrem na mesma planta, a natureza quantitativa de
alguns descritores, as caracteristicas especificas do maracujazeiro e a importancia da
utilizacdo de cultivares exemplo na avaliagdo de algumas caracteristicas quantitativas.

Assim como foi desenvolvido o manual pratico para P. edulis Sims, também foi
confeccionado um manual pratico ilustrado para aplicacdo dos descritores para todas
espécies e hibridos interespecificos do género Passiflora. Esse esfor¢o foi realizado com
0 objetivo de contribuir para a melhoria do instrumento legal para protecdo de cultivares
das diferentes espécies e hibridos interespecificos do género Passiflora.

Segundo Jesus et al. (2015) para obtencdo desse manual pratico, foram
realizadas acgdes de pesquisa para a validacdo de descritores utilizados em ensaios de
distinguibilidade, homogeneidade e estabilidade de cultivares de maracujazeiro-doce,
ornamental, medicinal, incluindo espécies silvestres e hibridos interespecificos do
género Passiflora. Cada descritor e respectivas classes fenotipicas sdo apresentadas de
forma ilustrada para uniformizar, padronizar e evitar erros no processo de obtengdo dos

descritores.
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Assim como para 0 maracujazeiro-azedo (P. edulis Sims) as instrucdes para
realizacdo dos ensaios de DHE e a tabela dos descritores minimos para maracujazeiro-
doce, ornamental, medicinal, incluindo espécies silvestres e hibridos interespecificos
(Passiflora spp.) foram desenvolvidas e publicadas em dezembro de 2008, no Diéario
Oficial da Unido N° 246 (BRASIL, 2014).

Os descritores morfoagronémicos utilizados em ensaios de DHE de cultivares de
maracujazeiro-doce, ornamental, medicinal, incluindo espécies silvestres e hibridos
interespecificos (Passiflora spp.), possui uma divisdo proposta pelo manual préatico, que
apresenta os descritores divididos em trés grupos (ramos-folhas, flores e frutos), sendo
11 descritores dos ramos-folhas, 16 das flores e oito dos frutos, totalizando 35
descritores da planta.

Os descritores usados em ensaios DHE, serdo Uteis, especialmente para
pesquisadores em maracuja, que necessitem levantar os descritores para registro e
protecdo dos materiais desenvolvidos em programas de melhoramento. Mas, também,
serdo Uteis para trabalhos académicos e diferenciacdo pratica das cultivares ja
disponiveis no mercado.

Meletti et al. (2003) e Martins et al. (2003) verificaram que dentro da mesma
espécie podem haver diferencas na morfologia dos frutos como comprimento, diametro,
peso da polpa, semente, coloracdo e espessura da casca e teor de solidos sollveis totais.
Estas variacOes intrinsecas da espécie devem ser contempladas em um processo de
ajustes e validacdo dos atuais descritores. Porém, essas variacfes sao importantes e,
extremamente necessarias nos processos de registro e protecdo de cultivares, pois, 0s
mesmos, exigem um grau minimo de diferenciacdo entre os materiais a serem

registrados e protegidos dos demais materiais, e até dos materiais que 0s deram origem.
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CAPITULO 1. CARACTERIZACAO FENOTIPICA E DIVERSIDADE
GENETICA DE Passiflora spp. BASEADA EM DESCRITORES
MULTICATEGORICOS
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CARACTERIZACAO FENOTIPICA E DIVERSIDADE GENETICA DE
Passiflora spp. BASEADA EM DESCRITORES MULTICATEGORICOS

Resumo: Neste trabalho, objetivou-se realizar a caracterizacdo fenotipica e analisar a
diversidade genética de acessos de Passiflora spp. baseada em descritores
multicategoricos de folhas e flores. O estudo foi realizado no Banco Ativo de
Germoplasma ‘Flor da Paixdo’ da Embrapa Cerrados. Foram caracterizados 125 acessos
de Passiflora spp. utilizando 48 descritores qualitativos multicategoricos (23 de folha e
25 de flor). Com base na distribuicdo de frequéncia dos acessos nas diferentes classes
fenotipicas de cada descritor, foi estimado o coeficiente de entropia de cada descritor.
Foram estimadas distancias genéticas entre os acessos, por meio do complemento do
indice de coincidéncia simples. A partir da matriz de distancias genéticas, foi realizada a
analise de agrupamento via dendrograma, utili

zando como critério o metodo Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic
Avarages. A caracterizacdo fenotipica baseada em descritores multicategoricos
contribuiu para a diferenciagdo dos 125 acessos de Passiflora spp., servindo como
importante instrumento para quantificar a diversidade existente e clara separacdo entre
as espécies, sendo importante para estudos mais completos de caracterizacdo e
diversidade de recursos genéticos do género Passiflora.

Palavras-chave: Banco de germoplasma, recursos genéticos, distancia genética,
Passifloraceae.

57



PHENOTYPIC CHARACTERIZATION AND GENETIC DIVERSITY OF
Passiflora spp. USING QUALITATIVE MULTICATEGORIC DESCRIPTORS

Abstract: This study aimed to perform phenotypic characterization and to analyze the
genetic diversity of Passiflora spp. accessions using qualitative multicategoric
descriptors from leaves and flowers. The study was conducted in the Active Germplasm
Bank 'Flor da Paixdo' at Embrapa Cerrados. One hundred and twenty five Passiflora
spp. accessions were characterized using 48 qualitative multicategoric descriptors (23
from sheet and 25 from flower). Frequency distribution of accesses on different
phenotypic classes of each descriptor was used to estimate the entropy coefficient for
each descriptor. Genetic distances between accessions were estimated using a simple
coincidence index. From the genetic distance matrix, grouping analysis via dendrogram
were performed using as criterion the Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic
method Avarages. Phenotypic characterization based on qualitative multicategoric
descriptors contributed to the 125 Passiflora spp. accessions differentiation. These
characterization serving as an important tool to quantify the existing diversity and
accessions differentiation. It is important for more comprehensive studies of genetic
diversity and characterization of Passiflora genetic resources.

Key words: Bank of germplasm, genetic resources, genetic distance, Passifloraceae.
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1.1 INTRODUCAO

O género Passiflora é considerado como o mais representativo da familia
Passifloraceae, com cerca de 500 espécies, a maioria das quais tem como centro de
origem a America Tropical, das quais 139 estdo dispersas no territorio brasileiro,
colocando o Brasil, especificamente a Regido Centro Norte do Pais entre os principais
centros de diversidade genética do género (BERNACCI et al., 2013).

A diversidade genética é a distancia genética entre populacées, individuos ou
organismos, tomando por base uma serie de caracteristicas, que podem ser
morfoagrondmicas, fisiologicas, bioquimicas, polimorfismo de DNA, entre outras
(AMARAL JUNIOR et al., 2010).

Apesar da ampla diversidade genética existente nas espécies do género
Passiflora, as pesquisas com maracujazeiro estdo sendo amplamente dirigidas as
espécies cultivadas, especialmente a P. edulis, sabe-se que algumas espécies, ndo
cultivadas, podem contribuir para os programas de melhoramento genético, por
apresentarem diversas caracteristicas desejadas no melhoramento, tais como: resisténcia
a doencas e pragas, longevidade, adaptacdo a condi¢cfes climaticas adversas, periodo de
florescimento diferenciado e outras potencialidades. A maioria dessas ainda ndo foram
exploradas (MELETTI, 2011) ou com acgdes de pesquisa e desenvolvimento ainda
incipientes (FALEIRO et al., 2011).

A manutencdo e a conservacdo da diversidade em bancos de germoplasma é de
fundamental importancia para o melhoramento genético, pela possibilidade de
identificacdo de genes que podem conferir melhores caracteristicas as espécies
cultivadas (FALEIRO et al., 2011). Porém, para conhecimento e utilizacdo dos
materiais conservados é imprescindivel que estes estejam caracterizados e avaliados.

Em um levantamento das demandas de pesquisa na cultura do maracujazeiro,
Faleiro et al. (2006) indicaram a caracterizagdo, domesticagéo e desenvolvimento dessas
novas espécies como pontos prioritarios para as pesquisas em maracujazeiros. Sendo a
primeira etapa do processo de caracterizacao e avaliacdo, a elaboracdo dos descritores
que devera levar em consideragdo caracteristicas morfolégicas, agronémicas e
moleculares entre outras (FALEIRO et al., 2006). Em vista do exposto acima,
objetivou-se, neste trabalho, realizar a caracterizacao fenotipica e analisar a diversidade
genética de acessos de Passiflora spp. baseada em descritores multicategéricos de

folhas e flores.
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1.2 MATERIAL E METODOS
O estudo foi realizado no Banco Ativo de Germoplasma (BAG) ‘Flor da Paixao’

na Embrapa Cerrados, em Planaltina-DF. Foram caracterizados 125 acessos de

Passiflora spp. (Tabela 1). As plantas de cada acesso conservadas em campo, foram

clonadas via estaquia para producdo das mudas. Trés plantas de cada acesso sdo

cultivadas em vasos dentro da estufa telada e conduzidas no sistema de espaldeira

vertical, seguindo as recomendages técnicas da cultura quanto a adubacéo, irrigacéo e

controle fitossanitario.

Os acessos 125 caracterizados neste estudo, foram cadastrados na Plataforma

Alelo (http://alelo.cenargen.embrapa.br/), e toda a caracterizacdo realizada nesse estudo

foi inserida na plataforma e esta disponivel para que qualquer usuario possa acessar.

Tabela 1. Descricdo dos 125 acessos de Passiflora spp. caracterizados no estudo,
Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2016.

ACESSO

NOME CIENTIFICO

CODIGO LOCAL

Passiflora galbana Mast., 1896
Passiflora edulis Sims, 1818 (amarelo nativo)
Passiflora cervii M.A.M.Azevedo, 2008

P. eichleriana Mast. 1872 x P. gibertii N.E.Br., 1894

Passiflora alta Curtis, 1789
Passiflora sidifolia M. Roem., 1846
Passiflora edulis Sims, 1818 (amarelo nativo)
Passiflora galbana Mast., 1896
Passiflora alata Curtis, 1789
Passiflora suberosa L., 1753
Passiflora nitida Kunth, 1817
Passiflora sidifolia M. Roem., 1846
Passiflora quadrangularis Triana & Planch, 1873
Passiflora vitifolia Kunth., 1817
Passiflora tholozanii Sacco, 1967
P. quadrangularis x P. alata
Passiflora coccinea Aubl., 1775
Passiflora alata Curtis, 1789
Passiflora quadrangularis Triana & Planch, 1873
Passiflora galbana Mast., 1896
Passiflora nitida Kunth, 1817
Passiflora nitida Kunth, 1817
Passiflora mucronata Lam., 1789
Passiflora coccinea Aubl., 1775

CPAC MJ-06-03
CPAC MJ-21-06
CPAC MJ-84-01
CPAC MJ-23-01
CPAC MJ-02-21
CPAC MJ-16-01
CPAC MJ-21-07
CPAC MJ-06-04
CPAC MJ-02-22
CPAC MJ-35-01
CPAC MJ-01-21
CPAC MJ-16-02
CPAC MJ-07-03
CPAC MJ-46-02
CPAC MJ-65-01
CPAC MJ-H-44
CPAC MJ-08-05
CPAC MJ-02-16
CPAC MJ-07-04
CPAC MJ-06-05
CPAC MJ-01-03
CPAC MJ-01-10
CPAC MJ-10-04
CPAC MJ-08-03
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37
39
4
44
45
47
49
51
54
55
57
59
60
61
62
63
66
67
68
71
76
78
79
80
81
82
83
84
87
89
9
91
95
9%
97
99
100
101
108
110
112
115
118
121

P. coccinea X P. setacea DC., 1828
Passiflora x decaisneana G. Nicholson
Passiflora junquerae Imig & Cervi, 2014
Passiflora alata Curtis, 1789
Passiflora tholozanii Sacco, 1967
Passiflora mucronata Lam., 1789
Passiflora galbana Mast., 1896
Passiflora alata Curtis, 1789
Passiflora coccinea Aubl., 1775
Passiflora coccinea Aubl., 1775
Passiflora mucronata Lam., 1789
P. quadrangularis x P. alata
Passiflora rubra L., 1753
Passiflora micropetala Mart. ex. Mast., 1872
Passiflora alta Curtis, 1789
Passiflora amethystina J. C. Mikan, 1820
Passiflora suberosa L., 1753
Passiflora cerradensis Sacco, 1971
Passiflora quadriglandulosa Rodschied, 2003
Passiflora morifolia Mast., 1872
Passiflora amethystina J. C. Mikan, 1820
Passiflora amethystina J. C. Mikan, 1820
P. edulis X P. gardneri Mast., 1872
Passiflora suberosa L., 1753
Passiflora laurifolia L., 1753
Passiflora biflora Lam., 1789
Passiflora amethystina J. C. Mikan, 1820
BRS Roseflora X P. incarnata Ker Gawl., 1818
Passiflora alata Curtis, 1789
Passiflora galbana Mast., 1896
Passiflora hatschbachii Cervi, 1994
P. mucronata X P. edulis
Passiflora gardneri Mast., 1872
P. mucronata X P. edulis
Passiflora tholozanii Sacco, 1967
Passiflora foetida L., 1753
Passiflora amethystina J. C. Mikan, 1820
BRS Céu do Cerrado
Passiflora galbana Mast., 1896
Passiflora caerulea L., 1753
Passiflora malacophylla Mast., 1872
P. speciosa Gardner X P. coccinea
P. speciosa X P. coccinea
P. coccinea X P. alata

CPAC MJ-H-36
CPAC MJ-60-01
CPAC MJ-02-16S
CPAC MJ-02-09
CPAC MJ-65-02
CPAC MJ-10-05
CPAC MJ-06-06
CPAC MJ-02-17S
CPAC MJ-08-02
CPAC MJ-08-01
CPAC MJ-10-06
CPAC MJ-H-44S
CPAC MJ-69-01
CPAC MJ-41-01
CPAC MJ-02-23
CPAC MJ-13-05
CPAC MJ-35-01S
CPAC MJ-45-01
CPAC MJ-62-01
CPAC MJ-48-01
CPAC MJ-13-06
CPAC MJ-13-07
CPAC MJ-H-48
CPAC MJ-35-01S
CPAC MJ-03-01
CPAC MJ-71-01
CPAC MJ-13-08
CPAC MJ-H-47
CPAC MJ-02-24
CPAC MJ-06-07
CPAC MJ-50-01
CPAC MJ-01-19
CPAC MJ-39-04
CPAC MJ-H-45
CPAC MJ-65-03
CPAC MJ-28-03
CPAC MJ-13-09
BRS CC
CPAC MJ-06-08
CPAC MJ-14-03
CPAC MJ-43-02
CPAC MJ-H-52
CPAC MJ-H-52
CPAC MJ-H-67
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122
123
124
126

130
131
132
133
134
136
138
139
142
143
145
146
147
148
149
152
155
157
159
162
163
164
165
166
170
172
174
175
178
179
181
182
183
186
189
192
194
195
197

BRS Rubiflora

BRS Rubiflora

BRS Rubiflora
Passiflora racemosa Brot., 1818

P. kermesina Link & Otto, 1826 X P. loefgrenii Vitta,

1997
Passiflora hatschbachii Cervi, 1994
Passiflora trintae Sacco, 1968
Passiflora tholozanii Sacco, 1967
Passiflora speciosa Gardner X ?

Passiflora edulis Sims 1818 (selecdo Cerrado)

Passiflora edulis Sims, 1818
BRS Estrela do Cerrado
BRS Roseflora
BRS Céu do Cerrado
Passiflora triloba Ruiz e Pav. ex. DC., 1828
Passiflora foetida L., 1753
Passiflora nitida Kunth, 1817
Passiflora vespertilio L., 1753

Passiflora edulis Sims, 1818 (amarelo nativo)

P. loefgrenii X P. jungueirae
Passiflora edulis Sims, 1818
Passiflora alata Curtis, 1789
Passiflora trintae Sacco, 1968
Passiflora alata Curtis, 1789
Passiflora edulis Sims, 1818
Passiflora alata Curtis, 1789
P. eichleriana X P. gibertii
Passiflora phoenicea Lindl., 1833
Passiflora hatschbachii Cervi, 1994
Passiflora mucronata Lam., 1789
Passiflora loefgrenii Vitta, 1997
Passiflora phoenicea X Passiflora alata
Passiflora edulis Sims, 1818
Passiflora pohlii Mast.
Passiflora edulis Sims, 1818
Passiflora alata Curtis, 1789
Passiflora edulis Sims, 1818
Passiflora cincinnata Mast., 1868
Passiflora mucronata Lam., 1789

Passiflora edulis Sims, 1818 (roxo jaboticaba)

Passiflora racemosa Brot., 1818
Passiflora maliformis Vell., 1831

Passiflora quadriglandulosa Rodschied., 2003

BRS Rubiflora
BRS Rubiflora
BRS Rubiflora
CPAC MJ-76-01

CPAC MJ-H-68
CPAC MJ-50-01
CPAC MJ-40-02
CPAC MJ-65-01
CPAC MJ-H-?
CPAC MJ-M-07
CPAC MJ-M-14

BRS Roseflora
BRS CC
CPAC MJ-78-01
CPAC MJ-28-04
CPAC MJ-01-14
CPAC MJ-79-01
CPAC MJ-21-07
CPAC MJ-H-70
CPAC MJ-M-08
CPAC MJ-02-03
CPAC MJ-40-03
CPAC MJ-02-09
CPAC MJ-M-17
CPAC MJ-02-06
CPAC MJ-H-71
CPAC MJ-53-01
CPAC MJ-50-01
CPAC MJ-10-07
CPAC MJ-81-01
CPAC MJ-H-72
CPAC MJ-M-18
CPAC MJ-38-01
CPAC MJ-M-19
CPAC MJ-02-16
CPAC MJ-M-20
CPAC MJ-26-03
CPAC MJ-10-01
CPAC MJ-M-21
CPAC MJ-76-02
CPAC MJ-58-01
CPAC MJ-62-02

BRS Estrela do Cerrado
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202 Passiflora vitifolia Kunth, 1817 CPAC MJ-46-01
204 Passiflora bahiensis Klotzsch, 1840 CPAC MJ-59-01
210 Passiflora foetida L., 1753 CPAC MJ-28-05
216 Passiflora glandulosa Cav., 1790 CPAC MJ-05-01
217 Passiflora speciosa Gardner x ? CPAC MJ-H-?

219 Passiflora quadriglandulosa Rodschied., 2003 CPAC MJ-62-02
220 Passiflora hatschbachii Cervi, 1994 CPAC MJ-50-02
222 Passiflora edulis Sims, 1818 CPAC MJ-M-23
223 Passiflora foetida L., 1753 CPAC MJ-28-06
224 Passiflora racemosa Brot., 1818 CPAC MJ-76-03
228 Passiflora suberosa L., 1753 CPAC MJ-35-02
231 Passiflora racemosa Brot., 1818 CPAC MJ-76-04
232 Passiflora triloba Ruiz & Pav. ex DC., 1828 CPAC MJ-78-02
233 Passiflora edulis Sims, 1818 CPAC MJ-M-24

Foram avaliados em cada acesso, 48 descritores qualitativos (categoricos), sendo
23 para caracteristicas de folhas e 25 para flores, os quais estdo descritos nas Tabelas 2
e 3, respectivamente. Os 48 descritores foram avaliados com base nas estruturas
encontradas no terco médio de cada planta. A definicdo da classe fenotipica de cada
descritor foi baseada na avaliacdo de pelo menos 12 folhas e flores de trés plantas de
cada acesso.

Todos os descritores morfoagronémicos utilizados neste estudo, assim como 0s
125 acessos de Passiflora spp. caracterizados, foram inseridos na Plataforma Alelo
(http://alelo.cenargen.embrapa.br/), e estdo disponiveis para que qualquer usuario possa
acessar. Todos os descritores estdo ilustrados dentro da Plataforma Alelo, para que os
usudrios interessados em caracterizacdo possam utilizar tais descritores, ou mesmo, 0s
USUArios que gqueiram comparar 0s Seus acessos ou seus resultados de caracterizacéo.

Com base na distribuicdo de frequéncia dos acessos nas diferentes classes
fenotipicas de cada descritor, foi estimada a entropia para cada descritor por meio do
coeficiente de entropia de Shannon, utilizando a formula:

s
= —>"p;Inp;, onde:
i=1

H= entropia de n acessos em s classes fenotipicas do descritor considerado;

pi =fi/nsendo: pl =fl/ne(pl+p2+..+ps=1)desdeque (n=FfL+f2+ ..+
fs), onde f1, f2, ... fn, correspondem ao numero de acessos em cada uma das classes
fenotipicas (s) do descritor considerado.

O célculo da estimativa da entropia foi realizado com o auxilio do programa
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Multiv v.2.3 (PILLAR, 1997). A entropia de um determinado descritor sera tdo maior
quanto maior for o nimero de classes fenotipicas desse e quanto mais equilibrada for a
distribuicdo de frequéncia dos acessos nas diferentes classes fenotipicas. Ou seja, para
um descritor morfolégico com duas classes fenotipicas, a maior entropia ocorrera
qguando ambas as classes apresentarem 50 % dos acessos avaliados.

As distancias genéticas entre os 125 acessos de Passiflora spp. foram calculadas
com base em todos os 48 descritores morfoagronémicos. As estimativas foram baseadas
no complemento do indice de coincidéncia simples calculado com auxilio do programa
computacional Genes (CRUZ, 2013). Com base nas matrizes de distancias genéticas
foram realizadas analises de agrupamento dos acessos via dendrograma, utilizando
como critério o0 método da ligacdo média entre grupos ndo ponderados, UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic Avarages), com auxilio do programa
computacional Statistica (STATSOFT INC., 2005).

Ap6s a obtengdo dos descritores morfoagrondmicos, foi feita a
fotodocumentagéo dos acessos mantidos no Banco Ativo de Germoplasma ‘Flor da
Paixdo’. A fotodocumentacdo foi realizada com intuito de manter um arquivo
fotografico digital dos acessos, para utilizacdo em caso de dividas sobre a morfologia,
coloragdo e formato das flores e folhas, entre outras caracteristicas das espécies
conservadas na Embrapa Cerrados. Essa etapa foi realizada dando énfase, sempre que
possivel, ao botdo floral, a flor, a folha e ao ramo. Assim, como 0S acessos, 0S
descritores utilizados e a caracterizacao realizada, o trabalho de fotodocumentagédo foi
inserido na Plataforma Alelo (http://alelo.cenargen.embrapa.br/), e todas as fotos dos
acessos estdo disponiveis para 0s USUarios.

Além da fotodocumentacdo, foi realizada a herborizacdo dos acessos de
Passiflora spp. As amostras destinadas a confeccdo das exsicatas foram retiradas da
planta de origem com auxilio de uma tesoura de poda e herborizadas conforme as
técnicas descritas por Rotta et al. (2008).

Além da documentacdo boténica através de amostras retiradas para confeccao
das exsicatas, foram assinaladas informagdes a respeito de algumas das caracteristicas
de cada acesso, como: nome da familia, nome cientifico, nome comum, héabito de
crescimento e coloracgéo de flor.

O material coletado foi identificado e devidamente etiquetado em campo,
prensado e foi seco em estufa a temperatura média de 60 °C. Em seguida, o material foi

devidamente herborizado, etiquetado, fotodocumentado e depositado no Herbéario da
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Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (CEN). Os acessos de Passiflora spp.
armazenados no  herbario CEN, podem ser consultados no  site
(http://www.splink.org.br/), esse é de livre acesso, o qual pode ser acessado de qualquer
lugar, desde que se possua um dispositivo ligado a internet. Nesse site pode-se ter
acesso as exsicatas fotodocumentadas e as informacdes de cada material como: familia,
nome cientifico, determinador da espécie, nome popular, como coletor, local e data de
coleta, habito de crescimento e outras observagdes, além dos dados do herbério onde o

material encontra se depositado.

1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre os descritores avaliados em folhas e flores de Passiflora spp., alguns
apresentaram elevados niveis de entropia, sendo muito Uteis para a caracterizacdo de
recursos genéticos. Para os descritores de folha, o formato da folha (FOF) foi o descritor
que mais se destacou dos demais, alcangando um valor de entropia de 1,88 (Tabela 2).
O valor de entropia apresentado pelo descritor profundidade do sinus (PRS) de 1,17 foi
bem maior do que o valor apresentado pela mesma caracteristica em estudo realizado

por Jesus et al. (2014a), que obteve valor de 0,66 de entropia.

Tabela 2. Descritores das folhas e respectivas classes fenotipicas ou categorias,
frequéncia de distribuicdo (%) e niveis de entropia de Shannon (NE) dos 125 acessos de

Passiflora spp. Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2016.

Descritores de Folha Categorias Frequéncia (%) NE

CRA: Coloragédo do Ramo 1-Verde-clara 35,20
2- Verde-escura; 4,80 107
3- Verde-arroxeada 51,20 ’
4-Roxa 8,80

PAR: Presenca de antocianina nos 1-Ausente 29,60

ramos 2-Pouca 36,80 120
3-Média 30,40 ’
4-Alta 3,20

CLF: Comprimento do Limbo Foliar ~ 1-Curto (< 8 cm) 22,40
5-Médio (8-15 cm) 67,20 0,83
7-Longo (> 15 cm) 10,40

LMF: Largura Maxima da Folha 3-Estreita (< 8 cm) 39,20
5-Média (8-15 cm) 47,20 0,99
7-Larga (> 15 cm) 13,60

PRS: Profundidade dos Sinus 1-Ausente 50,40
3-Rasa 16,80
5-Média 26,40 117
7-Profunda 6,40

FOF: Formato da Folha 1-Lanceolada 8,80
2-Ovada 13,60 1,88
3-Cordada 8,80
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4-Oblonga 4,80
5-Eliptica 12,80
6-Fendida 32,00
7-Partida 16,80
8-Seccionada 0,00
MFO: Mancha na folha 1-Ausente 96,00 017
2-Presente 4,00 '
BLF: Bordas do limbo foliar 1-Nao-serrilhadas 42,40
2-Pouco-serrilhadas 27,20 1,08
3-Serrilhada 30,40
PPF: Presenca de pilosidade na folhna  1-Ausente 73,60 0,58
2-Presente 26,40 '
DLF: Divisdo do limbo foliar 1-Simples 51,20
2-Bilobada 4,00
3-Trilobada 40,80 0,91
4-Pentalobada 0,80
5-Heptalobada 0,80
FBF: Forma bulada do limbo foliar 1-Ausente 84,80 0.43
2-Presente 15,20 '
PHE: Presenca de heterofilia 1-Ausente 77,60 053
2-Presente 22,40 '
COF: Coloragdo da folha 1-Verde-clara 12,00
2-Verde 68,80 0.95
3-Verde-escura 12,80 '
4-Outra 6,40
FBF: Forma da base foliar 1-Arredondada 17,60
2-Truncada 0,80
3-Atenuada 14,40
4-Subcordada 28,00 161
5-Cordada 16,00 '
6-Sagitada 0,00
7-Hastada 23,20
8-Aguda 0,00
FAF: Forma do apice foliar 1-Arredondado 14,40
2-Atenuado 49,60
3-Cuspidado 15,20 1,38
4-Acuminado 10,40
5-Agudo 10,40
FMF: Formato da margem foliar 1-Inteira 33,60
2-Repanda 5,60
3-Dentada 0,80 0,87
4-Serreada 60,00
5-Sinuada 0,00
PES: Presenca de estipulas 1-Ausente 76,80 0.54
2-Presente 23,20 '
PNE: Presenca de Nectéarios 1-Ausente 55,20 0.69
2-Presente 44,80 '
NNE: Numero de Nectarios 0-Nenhum 54,40
1-Pouco (1-2) 0,00 100
2-Mediano (>2-4) 20,00 ‘
3-Elevado (>4) 25,60
PON: Posic¢do dos Nectarios 0-Ausente 54,40
1-Basilaminar 0,00
2-Laminar 4,00
3-Marginal 41,60 0,82
4-Nerviaxilar 0,00
5-Apical 0,00
COP: Comprimento do Peciolo 3-Curto (<2 cm) 25,60 0,92
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5-Médio (2-4 cm) 60,80

7-Longo (> 4 cm) 13,60
NNP: Nudmero de Nectarios no 0-Nenhum 4,00
Peciolo 1-Pouco (1-2) 58,40 106
2-Mediano (>2-4) 22,40 ‘
3-Elevado (>4) 15,20
PNP: Posicdo dos nectarios no 0-Ausente 4,00
peciolo 1-Adjacente ao limbo foliar 19,20
2-Préximo ao meio do peciolo 20,80
3-Adjacente a inser¢do da folha no 147
21,60
ramo
4-Distribuidos ao longo do peciolo 34,40

O descritor posicdo dos nectarios no peciolo (PNP) apresentou valor de entropia
de 1,47, indicando que essa caracteristica € muito importante para diferenciacdo de
Passiflora spp., pois os 125 acessos avaliados ficaram bem distribuidos nas cinco
categorias desse descritor. Segundo Cervi (1997), Milward e Valente (2004) geralmente
as plantas do género Passiflora apresentam nectarios no peciolo.

Na tabela 3, para os descritores das flores, o maior valor de entropia foi
observado para a variavel coloracdo predominante do perianto (CPP) 1,51; esse foi
maior do que o valor observado por Jesus et al. (2014a), de 1,25. O menor valor de
entropia observado nos descritores das flores foi apresentado pela caracteristica
presenca de antocianina no dorso da antera (PAA), sendo de 0,09.

Tabela 3. Descritores das flores e respectivas classes fenotipicas ou categorias,
frequéncia de distribuicdo (%) e niveis de entropia de Shannon (NE) dos 125 acessos de
Passiflora spp. Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2016.

Descritores da flor Categorias Frequéncia (%) NE

PAB: Presenca de antocianina nas 1-Ausente 52,80

brécteas do botéo floral 2-Pouca 20,00 193
3-Média 3,20 '
4-Alta 19,20

PAS: Presenca de antocianina nas sépalas 1-Ausente 59,20

dos botdes florais 2-Pouca 12,00 114
3-Média 9,60 '
4-Alta 18,40

FHP: Formato do hipanto 1-Aplanada 21,60
2-Campanulada 55,20 1,00
3-Cilindrica 23,20

NFN: Ndmero de flor por no 1-Reduzido (1 flor) 89,60
2-Médio (2-4 flores) 6,40 0,40
3-Grande (>4 flores) 4,00

CBR: Comprimento da bractea 0-Ausente 0,00
3-Curto (<2 cm) 4,00 192
5-Médio (2-4 cm) 36,00 ‘
7-Longo (> 4 cm) 16,80

PNB: Presenga de nectarios na bractea 1-Ausente 25,60 0,80
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2-Presente 67,20

NNB: Numero de nectérios na bréctea 0-Nenhum 25,60
1-Pouco (1) 0,80 131
2-Mediano (2-4) 33,60 ’
3-Elevado (>4) 32,80

CSE: Comprimento da sépala 3-Curto (< 3 cm) 32,00
5-Médio (3-6 cm) 60,80 0,86
7-Longo (>6 cm) 7,20

LSE: Largura da sépala 3-Estreita (< 1 cm) 35,20
5-Média (1-2 cm) 52,00 0,97
7-Larga (> 2 cm) 12,80

PNS: Presenca de nectarios na sépala 1-Ausente 97,60

0,11

2-Presente 2,40

NNS: Nimero de nectarios na sépala 0-Nenhum 97,60
1-Pouco (1) 0,00 013
2-Mediano (2-4) 0,80 ’
3-Elevado (>4) 1,60

DEC: Diametro da extremidade da corona  3-Pequeno (<5 cm) 82,40
5-Médio (5-10 cm) 17,60 0,46
7-Grande (>10 cm) 0,00

BFC: Bandeamento (anéis de cores 1-Ausente 50,40

diferente entre si) nos filamentos mais 2-Presente 49 60 0,69

longos da corona '

CAC: Coloracdo predominante dos 0-Branca 0,00

filamentos dos anéis da corona (exceto a 1-Rosa 16,00

cor branca) 2-Roxa 28,80 1,41
3-Verde 3,20
4-Outra 14,40

LAC: Comprimento dos anéis do 0-Ausente 30,40

filamento da corona 3-Estreita (< 1,0 cm) 32,80 135
5-Média (1,0-1,5 cm) 20,00 ’
7-Larga (> 1,5 cm) 16,80

CPE: Comprimento da pétala 0-Ausente 3,20
3-Curto (< 3 cm) 29,60 0.87
5-Médio (3-6 cm) 64,00 ‘
7-Longo (>6 cm) 3,20

CFO: Coloracéo do filamento do opérculo  1-Ausente 68,00
2-Branco 16,00
3-Branco + rosa 0,00 0,93
4-Branco + roxo 12,80
5-Roxa 3,20

FLFLC: Filamentos mais longos da 1-Lisos 62,40 0.66

corona 2-Ondulados 37,60 ‘

PPA: Periodo predominante da antese 1-Matutino 84,80
2-Vespertino 12,00 0,50
3-Noturno 3,20

CPP: Coloracédo predominante no perianto 1-Branca 43,20

(pétalas e sépalas) regido interna 2-Rosada 7,20
3-Vermelha 30,40
4-Vermelho-arroxeada 2,40 151
5-Roxa 2,40 '
6-Lilas 3,20
7-Azul arroxeada 8,00
8-Outro 3,20

NAC: NuOmero de anéis coloridos 0-Nenhum 28,20

(excluindo brancos) nos filamentos da 1-Um 31,20 1,09

corona 2-Mais de um 40,00

PAF: Presenca de antocianina no filete 1-Ausente 26,40 1,20
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2-Poucos pontos 47,20

3-Muitos pontos 20,00
4-Outros 6,40

PAE: Presenca de antocianina no estilete ~ 1-Ausente 24,00
2-Poucos pontos 50,40 119
3-Muitos pontos 18,40 ‘
4-Outros 7,20

PAA: Presenca de antocianina no dorso 1-Ausente 98,40

da antera 2-Poucos pontos 0,80 0.09
3-Muitos pontos 0,80 ‘
4-Outros 0,00

PAG: Presenca  de  antocianina: 1-Ausente 39,20

androginéforo 2-Poucos pontos 38,40 191
3-Muitos pontos 15,20 ’
4-Outros 7,20

Pela matriz de similaridade (dados ndo mostrados) os acessos de BRS Estrela do
Cerrado e do hibrido entre as espécies P. kermesina x P. loefgrenii apresentaram a
maior distancia genética observada, 0,78.

Pela analise de agrupamento dos 125 acessos de Passiflora spp. utilizando os 48
descritores analisados, considerando como ponto de corte a distancia genética de 0,50
(média das distancias genéticas), verificou-se a formacdo de sete grandes grupos de
similaridade, e considerando a metade dessa distancia (0,25) temos a formacdo de 39
subgrupos de similaridade (Figura 1).

No primeiro grande grupo estdo contidos 11 subgrupos, o primeiro subgrupo foi
formado pelos acessos da espécie P. galbana, o segundo da espécie P. mucronata, o
terceiro subgrupo é formado pelos acessos da espécie P. alata juntamente com o0s
acessos de P. laurifolia, P. decaisneana e P. phoenicea, essas espécies sdo espécies
muito proximas fenotipicamente, apresentam o mesmo tipo de folha e também o
tamanho e a forma das flores s&o muito semelhantes. O quarto subgrupo foi formado
pelos acessos de P. quadrangularis; no quinto ficaram os acessos oriundos do
cruzamento entre P. quadrangularis x P. alata. Os acessos de P. nitida formaram o
sexto subgrupo. O acesso de P. maliformis sozinho formou o sétimo subgrupo. O oitavo
subgrupo foi formado pelos acessos oriundos do cruzamento das espécies P. mucronata
X P. edulis. O nono e o décimo subgrupo foram formados pelos acessos das espécies P.
malacophylla e P. bahiensis, respectivamente. E o Gltimo subgrupo, décimo primeiro,

foi formado pelos acessos de P. triloba.
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Figura 1. Andlise de agrupamento de 125 acessos de Passiflora spp., com base na matriz de
dissimilaridade genética calculada utilizando 48 descritores morfoagrondémicos. O método do UPGMA
foi usado como critério de agrupamento. Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2016.

70



Todos 0s acessos contidos no primeiro grande grupo, sdo espécies que
apresentam folhas simples, e algumas espécies apresentam grande similaridade no
tamanho e forma das flores, como P. alata, P. decaisneana, P. phoenicea, P.
quadrangularis, P. nitida, P. maliformis e P. triloba. E algumas apresentam flores de
cor branca, como P. galbana, P. mucronata e P. nitida, sendo que as duas primeiras
apresentam grande similaridade no tamanho e forma das flores, além de apresentaram
periodo de antese noturno.

O segundo grande grupo foi formado por trés subgrupos, sendo o primeiro
formado pelos acessos da espécie P. suberosa, o segundo foi formado pelo acesso da
espécie P. cerradensis; os acessos de P. racemosa formaram o terceiro subgrupo. Esse
grande grupo apresenta como similaridade o periodo matutino de antese, mais de uma
flor por nd, sendo as espécies P. racemosa e P. cerradensis apresentam as flores
sustentadas em um racemo terminal. As espécies P. suberosa e P. racemosa apresentam
grande similaridades na forma das folhas, na coloragéo dos filamentos da corona, esses
se apresentam de cor verde claro e ndo apresentam pigmentos de antocianina no filete,
dorso da antera ou no androginoforo.

Os descritores morfoagronémicos utilizados foram capazes de diferenciar os
subgéneros Decaloba e Passiflora, bem como separar de forma clara as espécies mais
préximas. Resultado semelhante foi obtido por Tangarife et al. (2009), ao realizarem a
caracterizacdo morfoldgica de 21 espécies do género Passiflora, incluindo trés
subgéneros. Este estudo permitiu distinguir os subgéneros de forma semelhante a da
classificacdo taxonémica, sendo as variaveis relacionadas com a flor as que mais
contribuiram para a separacao das espécies.

Todos os acessos que formaram o terceiro grande grupo tem similaridades no
tamanho das folhas, comprimento do peciolo, no tamanho e forma das flores, com
diferencas na tonalidade das mesmas, todas de cores vermelhas ou rosadas, exceto 0s
acessos de P. hatschbachii, que apresentam flores de cor branca com o dorso das
sépalas com muitos pontos de antocianina; porém todos 0s acessos do grupo apresentam
antese matutina e os filamentos da corona séo bem similares.

A presenca de uma corona de filamentos é outra caracteristica marcante da
familia Passifloraceae. De acordo com Ulmer e Macdougal (2004), a corona possui cor

e forma variaveis, e se encontra entre o androgindéforo e o perianto. Esta é constituida de
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uma fina membrana que forma algumas séries de simples filamentos, habitualmente
bandeados horizontalmente com diversas cores.

O quarto grande grupo foi formado pelo acesso da espécie P. glandulosa. Essa
espécie apresenta folha inteira do tipo lanceolada, um ndmero elevado de nectarios na
lamina das folhas, apresenta um par de nectarios proximo a insercéo da folha no ramo.
As flores apresentam coloracdo rosada e apresentam nectarios nas brécteas dos botdes
florais.

O quinto grande grupo foi formado por dois subgrupos, o primeiro foi formado
pelos acessos de P. edulis e a cultivar BRS Céu do Cerrado. O segundo subgrupo foi
formado pelo acesso de P. edulis nativo da regido do Rio de Janeiro. Os acessos que
formaram o quinto grande grupo sdo todos P. edulis, inclusive a cultivar BRS Céu do
Cerrado, é oriundo dessa espécie. Os acessos apresentam grandes similaridades no
tamanho e formas das folhas e flores, com pequenas diferencas observadas para o
acesso oriundo da regido do Rio de Janeiro, como um menor tamanho das flores.

O sexto grande grupo foi formado por cinco subgrupos, o primeiro foi formado
pelos acessos de P. rubra, P. morifolia, P. foetida. O segundo subgrupo foi composto
por trés acessos de P. foetida; o terceiro subgrupo foi formado por P. micropetala e P.
biflora. O quarto subgrupo foi formado por um acesso de P. pohlii; o quinto subgrupo
foi formado por um acesso de P. vespertilio.

Todos o0s acessos que formaram o sexto grande grupo possuem flores pequenas e
com a coloracdo predominante do perianto, branca e periodo de antese matutino.

O sétimo grande grupo foi formado por oito subgrupos, sendo o primeiro
formado por dois acessos oriundos do cruzamento das espécies P. eichleriana x P.
gibertii. O segundo subgrupo foi formado por um acesso oriundo do cruzamento entre
P. loefgrenii x P. junqueirae e um acesso de P. loefgrenii. O terceiro foi formado pelo
acesso P. edulis x P. gardneri e P. gardneri. O quarto subgrupo foi formado pelo acesso
da espécie P. cincinnata. O quinto subgrupo foi formado por dois acessos de P.
sidifolia. Cinco acessos de P. amethystina formaram o sexto subgrupo. O sétimo
subgrupo foi formado por um acesso do hibrido entre P. kermesina X P. loefgrenii. O
oitavo subgrupo foi formado por um acesso de P. caerulea.

Todas as espécies que formaram o sétimo grande grupo apresentam formato de
folha semelhante, com excecdo da P. sidifolia que apresentam uma menor profundidade
do sinus. Apresentam também formato e coloracao das flores semelhantes, com exce¢édo

de P. sidifolia, P. caerulea e P. gibertii que apresentam a coloracdo predominante do
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perianto, branca, porém os filamentos da corona sdo de coloracdo azul-arroxeada, assim
como as demais espécies.

Corroborando os resultados observados no presente estudo, Viana et al. (2010)
utilizaram onze descritores para avaliar seis espécies do género Passiflora e verificaram
ampla variacdo morfoldgica inter e intraespecifica, obtendo clara separacdo das
espécies.

Por meio da utilizagdo dos descritores morfoagrondmicos, 0S acessos de
Passiflora spp. apresentaram grande diversidade genética, observada na quantidade de
grupos e subgrupos formados. Descritores morfoagronémicos tiveram seu uso relatado
por Jesus et al. (2013). De acordo com Costa et al. (2009), a caracterizagdo de acessos
por meio dos descritores morfoagrondmicos sdo imprescindiveis, desde que as
caracteristicas apresentem alta herdabilidade, sofram pouca influéncia de fatores
abioticos e nao apresente dificuldades na identificacdo e avaliacdo dos caracteres, como
foi 0 caso das caracteristicas analisadas no presente estudo.

A exploracdo da diversidade apresentada pelos acessos caracterizados, pode se
dar através da exploracdo de vigor hibrido, cruzando acessos de P. edulis e P. alata, ja
utilizados comercialmente, e que apresentam caracteristicas superiores para 0s
principais caracteres de interesse agronémico, com espécies silvestres, que apresentam
grande diversidade genética. Além deste tipo de cruzamento, o programa pode
desenvolver hibridos interespecificos com as espécies silvestres, como P. cincinnata
(JESUS et al., 2014b), P. setacea (JUNQUEIRA et al., 2005; FALEIRO et al., 2007;
SANTOS et al., 2015) e P. foetida (SANTOS et al., 2011).

A caracterizagdo e avaliacdo dos acessos mantidos nos bancos de germoplasma,
é uma etapa importante para o conhecimento da diversidade genética, a partir das quais,
podera acontecer a selecdo de individuos para serem introduzidos nos programas de
melhoramento. Essas etapas, de caracterizacdo e avaliacdo, permitem identificar acessos
com caracteristicas desejadas e que apresentem divergéncia suficiente para gerar

variabilidade genética nas geracdes seguintes, com economia de tempo e mao de obra.

1.4 CONCLUSAO
A caracterizacdo baseada em descritores multicategoricos contribuiu para a
diferenciacdo fenotipica dos 125 acessos Passiflora spp., servindo como importante

instrumento para quantificar a diversidade existente e clara separacao entre as espécies,
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sendo importante para estudos mais completos de caracterizacdo e diversidade de

recursos genéticos do género Passiflora.

1.5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AMARAL JUNIOR, A. T.; VIANA, A. P.; GONCALVES, L. S. A.; BARBOSA, C. D.
Procedimentos Multivariados em Recursos genéticos vegetais. In: PEREIRA, T. N. S.
Germoplasma: Conservacdo, Manejo e Uso no Melhoramento de Plantas. Ed.
Vigosa: Arca. 2010, p.205- 254,

BERNACCI, L. C.; CERVI, A. C.; MILWARD-DE-AZEVEDO, M. A.; NUNES, T. S.,
IMIG, D. C.; MEZZONATO, A. C. Passifloraceae. Lista de Espécies da Flora do
Brasil. Jardim Botanico do Rio de Janeiro, 2013. Disponivel em:
<http://floradobrasil.jbrj.gov.br/>.

CERVI, A. C. Passifloraceae do Brasil. Estudo do género Passiflora L., subgénero
Passiflora. Fontqueria, Madrid, v. 45, 1997, p. 1-92.

COSTA, F. R; SANTANA, T. N.; SUDRE, C. P; RODRIGUES, R. Marcadores RAPD
e caracteres morfoagrondémicos na determinacdo da diversidade genética entre acessos
de pimentas e pimentdes. Ciéncia Rural, Santa Maria, v. 39, n. 3, p. 696-704, 2009.

CRUZ, C. D. GENES - a software package for analysis in experimental statistics and
quantitative genetics. Acta Scientiarum Agronomy, Maringd, v. 35, n. 3, p. 271-276,
2013.

FALEIRO, F. G.; JUNQUEIRA, N. T. V.; BRAGA, M. F. Maracuja: demandas para
a pesquisa. Planaltina, DF: Embrapa Cerrados, 2006, 54p.

FALEIRO, F. G.; JUNQUEIRA, N. T. V.; BRAGA, M. F.; JUNQUEIRA, K. P,
BELLON, G.; FONSECA, K. G.; PEIXOTO, J, R. Cruzamento interespecifico e
retrocruzamentos visando a resisténcia do maracujazeiro a doencas. In: CONGRESSO
BRASILEIRO DE MELHORAMENTO DE PLANTAS, Anais... 4. 2007, Sao
Lourenco.

FALEIRO, F. G.; JUNQUEIRA, N. T. V; BRAGA, M. F; PEIXOTO, J. R. Pré-
melhoramento do maracuja. In: LOPES, M. A; FAVERO, A. P; FERREIRA, M. A. J,;
FALEIRO, F. G; FOLLE, S. M. (Ed.). Pré-melhoramento de plantas: estado da arte
e experiéncias de sucesso. Brasilia: Embrapa Informacdo Tecnologica, 2011. p. 550-
569.

JESUS, O. N.; FREITAS, J. P. X.; DANTAS, J. L. L.; OLIVEIRA, E. J. ; OLIVEIRA,
E. J. Use of morpho-agronomic traits and DNA profiling for classification of genetic
diversity in papaya. Genetics and Molecular Research, Ribeirdo Preto, v. 12, n. 4, p.
1-18, 2013.

JESUS, F. N.; MACHADO, C. F., MATOS, V. O,, SILVA, J. S, LEDO, C. A. S;

FALEIRO, F. G. Caracterizacdo morfoagronémica de acessos da colecdo de
maracujd da Embrapa Mandioca e Fruticultura. Boletim de Pesquisa e

74


http://floradobrasil.jbrj.gov.br/

Desenvolvimento, ISSN 1809-5003, Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das
Almas, BA, 2014a.

JESUS, O. N.; SOARES, T. L.; OLIVEIRA, E. J. ; SANTOS, T. C. P.; FARIAS, D. H.;
NOVAES, Q. S.; BRUCKNER, C. H. Evaluation of the morphologic, pollen viability
and germination in progeny of the first backcross generation of passionfruit. In:
INTERNATIONAL HORTICULTURAL CONGRESS, 2014, Brisbane. Abstracts....
Brisbane: ISHS, 2014b. v. 29.

JUNQUEIRA, N. T. V.; BRAGA, M. F.; FALEIRO, F. G.; PEIXOTO, J. R;
BERNACCI, L. C. Potencial de espécies silvestres de maracujazeiro como fonte de
resisténcia a doencas. In: FALEIRO, F. G.; JUNQUEIRA, N. T. V.; BRAGA, M. F.
(Ed.). Maracuja: germoplasma e melhoramento genético. Planaltina: Embrapa
Cerrados. cap. 4, p. 81-107, 2005.

MELETTI, L. M. M. Avancos na cultura do maracuja no Brasil. Revista Brasileira de
Fruticultura, Jaboticabal, v. 33, Numero Especial, p. 83-091, 2011.

MILWARD, A. M. A.; VALENTE, M. C. Passifloraceae da mata de encosta do jardim
botanico do Rio de Janeiro e arredores, Rio de Janeiro. Arquivo do Museu Nacional,
Rio de Janeiro, v. 62, n. 4, p. 367-74, 2004.

PILLAR, V. P. Multivariate exploratory analysis and randomization testing using
Multiv. Coenoses, v.12, n.1, p.145-148, 1997.

ROTTA, E.; CARVALHO, L. C.; ZONTA, B. M. Manual de Prética de Coleta e
Herborizacdo de Material Botanico. Documentos 173, Colombo: Embrapa Florestas,
2008.

SANTOS, E. A,; SOUZA, M. M.; VIANA, A. P.; ALMEIDA, A. A. F.; FREITAS, J. C.
O.; LAWINSCKY, P. R. Multivariate analysis of morphological characteristics of two
species of passion flower with ornamental potential and of hybrids between them.
Genetics and molecular research, Ribeirdo Preto, v. 10, n. 4, p. 2457-2471, 2011.

SANTOS, E. A.; VIANA, A. P.; FREITAS, J. C. O.; SILVA, F. H. L.; RODRIGUES,
R.; EIRAS, M. Resistance to Cowpea aphid-borne mosaic virus in species and hybrids
of Passiflora: advances for the control of the passion fruit woodiness disease in Brazil.
European Journal of Plant Pathology, Netherlands, v. 143, n. 1, p. 123-134, 2015.

SAS INSTITUTE. SAS user’s guide: statistic: version 9.1.3. Cary: SAS Institute, 2008.
846 p.

STATSOFT, Inc. Statistica for Windows (data analysis software system), version
7.1. Statsoft, Tulsa, Oklahoma (USA), 2005.

TANGARIFE, M. M. M.; CAETANO, C. M.; TIQUE, C. A. P. Caracterizacion

morfologica de especies del género Passiflora de Colombia. Acta Agrondmica,
Palmira, v. 58, n. 3, p. 117-125, 2009.

75



ULMER, T.; MACDOUGAL, J. M. Passiflora: Passionflowers of the World. Portlad-
Cambridge: Timber Press. 2004, 430 p.

VIANA, A. J. C.; SOUZA, M. M.; ARAUJO, |. S.; CORREA, R. X. Genetic diversity

in Passiflora species determined by morphological and molecular characteristics.
Biologia Plantarum, Praha, v. 54, n. 3, p.535-538, 2010.

76



CAPITULO 2. DIVERSIDADE GENETICA DE Passiflora spp. POR MEIO DA
CARACTERIZACAO MORFOAGRONOMICA BASEADA EM DESCRITORES
MULTICATEGORICOS DE FOLHAS, FLORES E FRUTOS
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DIVERSIDADE GENETICA DE Passiflora spp. POR MEIO DA
CARACTERIZACAO MORFOAGRONOMICA BASEADA EM DESCRITORES
MULTICATEGORICOS DE FOLHAS, FLORES E FRUTOS

Resumo: Neste trabalho, objetivou-se estudar a diversidade genética de acessos de
Passiflora spp. por meio da caracterizacdo morfoagronémica baseada em descritores
multicategdricos de folhas, flores e frutos e avaliar a relacdo e a importancia desses
diferentes descritores para programas de caracterizacao e uso de recursos genéticos. O
estudo foi realizado na Unidade de Apoio da Fruticultura e no Laboratorio de Analises
de Alimentos da Embrapa Cerrados. Foram caracterizados 15 acessos de Passiflora spp.
utilizando 58 descritores morfoagronémicos qualitativos multicategéricos (23 de folha,
25 de flor e 10 de fruto). Foram estimadas distancias genéticas entre 0s acessos, por
meio do complemento do indice de coincidéncia simples. A partir da matriz de
distancias genéticas, foi realizada a analise de agrupamento via dendrograma, utilizando
como critério o método Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic Avarages, a
dispersdo grafica foi baseada em escalas multidimensionais usando o método das
coordenadas principais. Ha uma clara diferenciacdo dos acessos a nivel inter e intra-
especifico com base na andlise multivariada dos descritores de folhas, flores e frutos. Ha
uma tendéncia de agrupamento dos acessos de P. alata. A caracterizagdo
morfoagrondmica contribui para a diferenciacdo fenotipica dos 15 acessos Passiflora
spp., servindo como importante instrumento para quantificar a variabilidade existente
dentro do género Passiflora.

Palavras-chave: descritores morfoagrondmicos, distancia genética, acessos silvestres,
analise multivariada, recursos genéticos.
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GENETIC DIVERSITY OF Passiflora spp. BY MORPHOAGRONOMIC
CHARACTERIZATION USING QUALITATIVE DESCRIPTORS OF LEAVES,
FLOWERS AND FRUITS.

Abstract: The objective of this study was to study the genetic diversity of Passiflora
spp. by means of the morphoagronomic characterization based on multicategores
descriptors of leaves, flowers and fruits and to evaluate the relation and importance of
these different descriptors for programs of characterization and use of genetic resources.
The study was conducted at the Support Unit of Fruit Farming and Food Analysis
Laboratory, at Embrapa Cerrado. Fifteen Passiflora spp. accessions were characterized
using 58 multicategoric qualitative morphological descriptors (23 from leaves, 25 from
flowers and 10 from fruit). Genetic distances among all accessions pairs were estimated
based on the simple coincidence index complement. These genetic distances was used
to perform the cluster analysis with Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic
method Avarages as grouping criterion. The graphic dispersion was based on
multidimensional scaling using the principal coordinates method. There is a clear
differentiation of all accessions to interspecific and intraspecific level, based on
multivariate analysis of qualitative descriptors from leaves, flowers and fruits. There is a
tendency of grouping of P. alata accessions. The morphoagronomic characterization
contributes to differentiation of 15 Passiflora spp. accessions. These informations is
useful as an important tool to quantify the Passiflora variability.

Key words: morphoagronomic descriptor, genetic distance, wild accessions,
multivariate analysis, genetic resources.
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2.1 INTRODUCAO

O género Passiflora pertence a familia Passifloraceae, classificada na ordem
Malpighiales. A familia possui 18 géneros e cerca de 630 espécies (MILWARD-DE-
AZEVEDO e BAUMGRATZ, 2004). As espécies do género Passiflora possuem uma
enorme variacao fenotipica, em especial nos descritores qualitativos das folhas, flores e
frutos, os quais sdo Uteis na caracterizagdo de recursos genéticos. Por exemplo, as folhas
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).

H& algum tempo existe uma preocupagao em conservar 0S recursos genéticos,
porém, para conhecimento e utilizacdo dos materiais conservados é imprescindivel que
estes sejam devidamente caracterizados e avaliados. Em um levantamento das
demandas de pesquisa na cultura do maracujazeiro, Faleiro et al. (2006) indicaram a
caracterizacdo desses recursos genéticos, incluindo espécies silvestres e cultivadas,
como um dos pontos prioritarios. Uma importante etapa do processo de caracterizacédo e
avaliacdo é a elaboracdo dos descritores que devera levar em consideracdo
caracteristicas morfolégicas, agrondémicas, entre outras (FALEIRO et al., 2006).

A caracterizacdo morfolégica é uma forma simples e acessivel para se
quantificar a diversidade genética dos recursos genéticos disponiveis, sendo de
fundamental importancia em programas de melhoramento de plantas. Este
conhecimento possibilita ao melhorista explorar a diversidade genética, podendo
realizar a introgressdao de alelos favordveis encontrados em espécies silvestres e
cultivadas, por intermédio de cruzamentos inter e intra-especificos (PAIVA et al.,
2014).

A caracterizagdo agrondmica também € muito importante e deve ser realizada
para complementar as informacdes da caracterizacdo morfolégica. Muitos descritores,
na maioria quantitativos, podem ser utilizados na caracterizacdo agronémica, exigindo
maior esforco e tempo para coleta dos dados. Essa caracterizagdo tem sido efetuada em
colecdes de germoplasma para gerar informacdes sobre a descricdo e a classificagcdo do
material conservado. Caracteristicas agronémicas podem ser exploradas a partir de
recursos genéticos, sobretudo visando a obter variabilidade genética que possa ser

utilizada em programas de melhoramento genético na geragdo de variedades mais
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produtivas, com maior resisténcia a pragas e doencas, e com outras caracteristicas de
interesse (Faleiro et al., 2011).

Por meio de avaliacdo agrondémica de parentais e hibridos de maracujazeiro-
amarelo, Neves et al. (2013) identificaram pelo menos quatro hibridos de
maracujazeiro-amarelo que apresentam médias de produtividades de frutos acima de 40
t.hal, além de possuirem bom equilibrio para as principais caracteristicas, como
produtividade de frutos, numero de frutos, massa de frutos, rendimento de suco,
produtividade de suco e teor de sélidos sollveis totais. Faleiro e Junqueira (2009) fazem
um relato da variabilidade genética disponivel em espécies silvestres de maracuja e seu
uso pratico em programas de melhoramento genético visando ao desenvolvimento de
novas cultivares com caracteristicas agronémicas de interesse.

O conhecimento e compreensdo da base genética das caracteristicas
morfoagrondmicas € de grande importancia para 0s programas de conservacgao,
caracterizacdo e uso de recursos genéticos (Faleiro et al., 2012). Além disso, tais
caracteristicas sdo a base dos descritores multicategoricos utilizados em processos de
caracterizacdo e protecdo de cultivares (MAPA, 2015). Neste trabalho, objetivou-se
estudar a diversidade genética de acessos de Passiflora spp. por meio da caracterizagdo
morfoagrondmica baseada em descritores multicategéricos de folhas, flores e frutos e
avaliar a relacdo e a importancia desses diferentes descritores para programas de

caracterizacdo e uso de recursos genéticos.

2.2 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado na Unidade de Apoio da Fruticultura e no Laboratério de
Analises de Alimentos da Embrapa Cerrados, em Planaltina-DF. Foram caracterizados
15 acessos de Passiflora spp. do Banco Ativo de Germoplasma 'Flor da Paixdo' (BAG)
(Tabela 1). Todos os acessos conservados e avaliados a campo, sdo estudados quanto a
caracteristicas agronémicas de interesse para serem utilizados no programa de
melhoramento genético do maracujazeiro.

As plantas de cada acesso conservadas em campo foram clonadas via estaquia
para producdo das mudas. Oito mudas de cada acesso foram cultivadas no campo no
sistema de espaldeira vertical, seguindo as recomendacfes tecnicas da cultura quanto a

adubacado, irrigacéo e controle fitossanitario.
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Tabela 1. Descricdo dos 15 acessos de Passiflora spp. caracterizados no estudo,

Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2015.

Acesso Espécie Cddigo BAG
1 Passiflora alata Curtis, 1789 CPAC MJ-02-17
2 Passiflora nitida Kunth, 1817 CPAC MJ-01-03
3 Passiflora suberosa L., 1753 CPAC MJ-35-02
4 Passiflora caerulea Lour. ex DC., 1828 CPAC MJ-14-01
5 Passiflora hatschbachii Cervi, 1994 CPAC MJ-50-01
6 Passiflora maliformis Vell., 1831 CPAC MJ-58-01
7 Passiflora quadrangularis x P. alata CPAC MJ-H-44
8 Passiflora sidifolia M. Roem., 1846 CPAC MJ-16-02
9 Passiflora malacophylla Mast., 1872 CPAC MJ-43-01
10 Passiflora alata Curtis, 1789 CPAC MJ-02-09
11 Passiflora alata Curtis, 1789 CPAC MJ-02-19
12 Passiflora quadrangularis Triana & Planch, 1873 CPAC MJ-07-03
13 Passiflora cincinnata Mast., 1868 CPAC MJ-26-03
14 Passiflora alata Curtis, 1789 (BRS Mel do Cerrado) BRS Mel do Cerrado
15 Passiflora tenuifila Killip, 1927 (BRS Vita) BRS Vita

Foram avaliados em cada acesso, 58 descritores morfoagronémicos qualitativos
(categoricos), sendo 23 para caracteristicas de folhas, 25 para flores e 10 para frutos, os
quais estdo descritos nas Tabelas 2, 3 e 4, respectivamente. Os 58 descritores foram
avaliados com base nas estruturas encontradas no terco médio de cada planta. A
definicdo da classe fenotipica de cada descritor foi baseada na avaliacdo de pelo menos
12 folhas, flores ou frutos de pelo menos quatro plantas de cada acesso.

Com base na distribuicdo de frequéncia dos acessos nas diferentes classes
fenotipicas de cada descritor, foi estimada a entropia para cada descritor por meio do

coeficiente de entropia de Shannon, utilizando a férmula:
S
H=->p,Inp,,onde:
i=1

H= entropia de n acessos em s classes fenotipicas do descritor considerado;

pi = fi/nsendo: pl =fl/ne(pl+p2+..+ps=1)desdeque (n=FfL+f2+ ..+
fs), onde f1, f2, ... fn, correspondem ao nimero de acessos em cada uma das classes
fenotipicas (s) do descritor considerado.

O célculo da estimativa da entropia foi realizado com o auxilio do programa
Multiv v.2.3 (PILLAR, 1997). A entropia de um determinado descritor sera tdo maior
quanto maior for o nimero de classes fenotipicas desse e quanto mais equilibrada for a
distribuicdo de frequéncia dos acessos nas diferentes classes fenotipicas. Ou seja, para
um descritor morfolégico com duas classes fenotipicas, a maior entropia ocorrera

quando ambas as classes apresentarem 50% dos acessos avaliados.
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As distancias genéticas entre os 15 acessos de Passiflora spp. foram calculadas
com base em todos os 58 descritores morfoagrondmicos e também com base nos 23
descritores de folhas, 25 de flores e 10 de frutos, separadamente. As estimativas foram
baseadas no complemento do indice de coincidéncia simples com auxilio do programa
computacional Genes (CRUZ, 2013).

Com base nas matrizes de distancias genéticas foram realizadas andlises de
agrupamento dos acessos via dendrograma, utilizando como critério o método da
ligacdo média entre grupos nao ponderados, UPGMA (Unweighted Pair-Group Method
using Arithmetic Avarages). Foi realizada também a dispersdo grafica baseada em
escalas multidimensionais usando o método das coordenadas principais, com auxilio
dos Programas SAS (SAS INSTITUTE INC., 2008) e Statistica (STATSOFT INC.,
2005).

CorrelacOes de Pearson entre as estimativas de distancias genéticas obtidas com
base em todos os 58 descritores morfoagronémicos e obtidas com base nos descritores
de cada estrutura da planta (folhas, flores e frutos) foram também calculadas.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre os descritores avaliados em folhas, flores e frutos de Passiflora spp.,
alguns apresentaram elevados niveis de entropia, sendo muito Gteis em programas de
caracterizacdo de recursos genéticos. Para a folha, o formato da folha (FOF) foi o
descritor que mais se destacou dos demais, alcancando um valor de entropia de 1,81
(Tabela 2).

Tabela 2. Descritores morfoagrondmicos da folha e respectivas classes fenotipicas ou
categorias, frequéncia de distribuicdo (%) e niveis de entropia de Shannon (NE) dos 15

acessos de Passiflora spp. Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2015.

Descritores de Folha Categorias Frequéncia (%) NE
1-Verde-clara 33,33
x 2- Verde-escura; 0,00

CRA: Coloracéo do Ramo 3- Verde-arroxeada 60,00 0,85
4-Roxa 6,67
1-Ausente 33,33

PAR: Presenca de antocianina nos 2-Pouca 33,33 126

ramos 3-Média 26,67 '

4-Alta 6,67
1-Curto (< 8 cm) 20,00

CLF: Comprimento do Limbo Foliar 5-Médio (8-15 cm) 66,67 0,86
7-Longo (> 15 cm) 13,33

LMF: Largura Maxima da Folha 3-Estreita (< 8 cm) 20,00 0,73
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5-Média (8-15 cm) 73,33
7-Larga (> 15 cm) 6,67
1-Ausente 60,00
. . 3-Rasa 6,66

PRS: Profundidade dos Sinus 5-Média 13.33 1,08
7-Profunda 20,00
1-Lanceolada 0,00
2-Ovada 13,33
3-Cordada 6,67

FOF: Formato da Folha 4-Oblonga 20,00 181

5-Eliptica 20,00 ’

6-Fendida 26,67
7-Partida 6,67
8-Seccionada 6,67
1-Ausente 80,00

MFO: Mancha na folha 5-Presente 20,00 0,50
1-Nao-serrilhadas 73,33

BLF: Bordas do limbo foliar 2-Pouco-serrilhadas 20,00 0,80
3-Serrilhada 6,67

PPF: Presenca de pilosidade na folha 1-Ausente 73,33 0.73

2-Presente 26,67 '

1-Simples 73,33
2-Bilobada 0,00

DLF: Divisédo do limbo foliar 3-Trilobada 13,33 0,86
4-Pentalobada 6,67
5-Heptalobada 6,67
. . 1-Ausente 53,33

FBF Forma bulada do limbo foliar >-Presente 46,67 0,69
.. 1-Ausente 93,33

PHE: Presenca de heterofilia >-Presente 6.67 0,24
1-Verde-clara 13,33
~ 2-Verde 80,00

COF: Coloragdo da folha 3-Verde-escura 6.67 0,63
4-Outra 0,00
1-Arredondada 33,33
2-Truncada 0,00
3-Atenuada 6,67

FBF: Forma da base foliar 4-Subcordada 20,00 1,41
5-Cordada 6,67
7-Hastada 33,33
8-Aguda 0,00
1-Arredondado 13,33
2-Atenuado 40,00

FAF: Forma do apice foliar 3-Cuspidado 33,33 1,36
4-Acuminado 6,67
5-Agudo 6,67
1-Inteira 20,00
2-Repanda 46,67

FMF: Formato da margem foliar 3-Dentada 0,00 1,04
4-Serreada 33,33
5-Sinuada 0,00
. 1-Ausente 66,67

PES: Presenca de estipulas 5-Presente 33.33 0,64
L. 1-Ausente 80,00

PNE: Presenca de Nectarios 5-Presente 20,00 0,50
0-Nenhum 73,33

NNE: NUmero de Nectéarios 1-Pouco (1-2) 0,00 0,73
2-Mediano (>2-4) 6,67
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3-Elevado (>4) 20,00

0-Ausente 73,33
1-Basilaminar 0,00
- - 2-Laminar 0,00
PON: Posicdo dos Nectarios 3-Marginal 26,67 0,58
4-Nerviaxilar 0,00
5-Apical 0,00
3-Curto (< 2 cm) 6,67
COP: Comprimento do Peciolo 5-Médio (2-4 cm) 66,67 0,80
7-Longo (>4 cm) 26,67
0-Nenhum 0,00
Ny L . 1-Pouco (1-2) 46,67
NNP: NUmero de Nectarios no Peciolo 2-Mediano (>2-4) 4667 0,89
3-Elevado (>4) 6,67
0-Ausente 0,00
1-Adjacente ao limbo foliar 26,67
2-Proximo ao meio do peciolo 6,67
PNP: Posicéo dos nectarios no peciolo  3-Adjacente a insercéo da folha 13.33 1,14
no ramo '
4—D'|str|bu|dos ao longo do 53.33
peciolo

O valor de entropia encontrado nesse estudo para a profundidade do sinus (PRS)
de 1,08 foi bem mais elevado do que o apresentado por Jesus et al. (2014) de 0,66,
quando estudaram a caracterizacdo morfoagronémica de acessos da colecdo de maracuja
da Embrapa Mandioca e Fruticultura em Cruz das Almas, BA. A coloragdo da folha
(COF) apresentou nivel de entropia de 0,63; sendo menor do que o encontrado pelos
mesmos autores, de 0,97.

Os descritores que tem relacdo com 0s nectarios apresentaram valores de
entropia de 0,50 para presenca (PNE), 0,73 para nimero (NNE) e 0,58 para posicdo dos
nectarios (PON). Essa caracteristica € bem marcante em P. alata, nas quais, 0s nectarios
consistem macroscopicamente em uma estrutura notavel, de coloracdo esverdeada,
bastante adornada com forma semelhante a uma taca de fundo crateriforme circundado
por bordas salientes (NASCIMENTO e BARBOSA, 2014). Nessa espécie, a disposicao
dos nectarios é bastante caracteristica, com dois pares de cada lado do peciolo.

Para o grupo de descritores de flor (Tabela 3), o maior valor de entropia (1,32)
foi apresentado pela varidvel coloracéo do filamento do opérculo (CFO). Comprovando
a utilidade dos descritores de flor para diferenciacéo dos acessos, Braglia et al. (2014)
demonstraram que Passiflora spp. apresentam varias caracteristicas Unicas, incluindo
maltipla série de filamentos na corona altamente coloridos, diversa morfologia do
opérculo, um proeminente androginoforo e elaboradas estruturas nectariferas. Além

disso, as flores sdo cercadas por sépalas coloridas e bracteas variegadas.
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Tabela 3. Descritores morfoagrondmicos das flores e respectivas classes fenotipicas ou

categorias, frequéncia de distribuicdo (%) e niveis de entropia de Shannon (NE) dos 15

acessos de Passiflora spp. Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2015.

Descritores da flor Categorias Frequéncia (%) NE
1-Ausente 73,33
PAB: Presenca de antocianina nas 2-Pouca 26,67 0.58
bréacteas do bot&o floral 3-Média 0,00 ’
4-Alta 0,00
1-Ausente 73,33
PAS: Presenca de antocianina nas 2-Pouca 20,00 0.73
sépalas dos botdes florais 3-Média 6,67 ’
4-Alta 0,00
1-Aplanada 20,00
FHP: Formato do hipanto 2-Campanulada 73,33 0,73
3-Cilindrica 6,67
Cny . 1-Reduzido (1 flor) 93,33
NFN: Numero de flor por né 2-Médio (2-4 flores) 6.67 0,24
3-Grande (>4 flores) 0,00
0-Ausente 6,67
CBR: Comprimento da bractea 3-Curto (<2 cm) 20,00 116
5-Médio (2-4 cm) 53,33 ’
7-Longo (> 4 cm) 20,00
- . 1-Ausente 66,67
PNB: Presenca de nectarios na bractea >-Presente 33.33 0,85
0-Nenhum 66,67
NNB: Numero de nectarios na bractea 1-Pouco (1) 6,67 117
2-Mediano (2-4) 20,00 '
3-Elevado (>4) 6,67
. . ) 3-Curto (<3 cm) 20,00
CSE: Comprimento da sépala 5-Médio (3-6 cm) 80,00 0,50
7-Longo (>6 cm) 0,00
) . 3-Estreita (< 1 cm) 13,33
LSE: Largura da sépala 5-Média (1-2 cm) 46,67 0,99
7-Larga (> 2 cm) 40,00
- . 1-Ausente 100,00
PNS: Presenca de nectarios na sépala >-Presente 0,00 0,00
0-Nenhum 100,00
NNS: Nimero de nectarios na sépala 1-Pouco (1) 0,00 0.00
2-Mediano (2-4) 0,00 '
3-Elevado (>4) 0,00
DEC: Diametro da extremidade da 3-Pequeno (< 5 cm) 46,67
corona 5-Médio (5-10 cm) 53,33 0,69
7-Grande (>10 cm) 0,00
BFC: Bandeamento (anéis de cores 1-Ausente 26,67
diferente entre si, inclusive brancos) nos 0,58
filamentos mais longos da corona : 2-Presente 73,33
CAC: Coloragéo predominante dos (i-granca 13,33
; - -Rosa 0,00
filamentos dos anéis da corona (exceto a 2-Roxa 80.00 0,63
cor branca) 3-Verde 6.67
0-Ausente 20,00
LAC: Comprimento dos anéis do 3-Estreita (< 1,0 cm) 6,67 191
filamento da corona 5-Média (1,0-1,5 cm) 26,67 ’
7-Larga (> 1,5 cm) 46,67
CPE: Comprimento da pétala 0-Ausente 6,67 0.63
3-Curto (< 3 cm) 13,33 ’
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5-Médio (3-6 cm)

80,00

7-Longo (>6 cm) 0,00
1-Ausente 33,33
CFO: Coloracdo do filamento do 2-Branco 33,33
opérculo 3-Branco + rosa 0,00 1,32
4-Branco + roxo 13,33
5-Roxa 20,00
FLFLC: Filamentos mais longos da 1-Lisos 33,33 0.64
corona 2-Ondulados 66,67 ‘
1-Matutino 80,00
PPA: Periodo predominante da antese 2-Vespertino 6,67 0,63
3-Noturno 13,33
1-Branca 46,67
2-Rosada 0,00
< . 3-Vermelha 33,33
CPP: Colorggao prec{iommante no 4-Vermelho-arroxeada 6,67
perianto (pétalas e sépalas) regido 5-Roxa 6.67 1,26
Interna 6-Lilas 0,00
7-Azul arroxeada 0,00
8-Outro 6,67
NAC: Numero de anéis coloridos 0-Nenhum 20,00
(excluindo brancos) nos filamentos da 1-Um 6,67 0,86
corona 2-Mais de um 73,33
1-Ausente 33,33
. — . 2-Poucos pontos 46,67
PAF: Presenca de antocianina no filete 3-Muitos pontos 2000 1,04
4-Outros 0,00
1-Ausente 46,67
PAE: Presenca de antocianina no 2-Poucos pontos 40,00 0.99
estilete 3-Muitos pontos 13,33 ’
4-Outros 0,00
1-Ausente 86,67
PAA: Presenca de antocianina no dorso  2-Poucos pontos 6,67 0.48
da antera 3-Muitos pontos 6,67 ’
4-Outros 0,00
1-Ausente 40,00
PAG: Presenca de antocianina: 2-Poucos pontos 13,33 0.99
androginéforo 3-Muitos pontos 13,33 '
4-Outros 0,00

Os descritores relacionados as bracteas apresentaram valores elevados de
entropia, evidenciando a importancia dessas variaveis em diferenciar os acessos de
Passiflora spp. Em relacdo a esses descritores, foi observado a auséncia de bracteas no
acesso CPAC MJ-35-02 que € do subgénero Decaloba, dados corroborados por Braglia
et al. (2014), que observaram em acessos pertencentes ao subgénero Decaloba, auséncia
de bracteas florais, didmetro da corona e filamentos coronal de didmetro pequeno a
médio e androginoforo de comprimento pequeno a medio.

Para o grupo de descritores de fruto (Tabela 4), o maior valor de entropia (1,59)
foi apresentado pela varidvel coloracdo da polpa. Esse valor foi maior do que o

encontrado por Jesus et al. (2014) que foi de 1,08. Para coloracdo da casca do fruto
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(CCF), o valor encontrado de 1,34 foi bem proximo ao encontrado pelos mesmos

autores (1,32).

Tabela 4. Descritores morfoagronémicos dos frutos e respectivas classes fenotipicas ou

categorias, frequéncia de distribuicao (%) e niveis de entropia de Shannon (NE) dos 15

acessos de Passiflora spp. Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2015.

Descritores do fruto Categorias Frequéncia (%) NE
1-Verde 26,67
2-Amarelo esverdeado 13,33
3-Amarelo Ouro 46,67
CCF: Coloracdo da casca (epicarpo) do  4-Alaranjado 6,67 134
fruto 5-Roxo claro 0,00 '
6-Roxo escuro 6,67
7-Vermelho rosado 0,00
8-Outro 0,00
1-Oval 20,00
2-Oblongo 13,33
3-Arredondado 26,67
4-Oblato 0,00
FFR: Formato do fruto 5-Elipséide 6.67 1,49
6-Fusiforme 0,00
7-Oboval 33,33
8-Piriforme 0,00
1-Pequeno (< 5,0 cm) 40,00
DIT: Diametro transversal 2-Médio (5,0-10cm) 53,33 0,88
3-Longo (> 10 cm) 6,67
1-Pequeno (< 5,0 cm) 26,67
DIL: Didmetro longitudinal do fruto 2-Médio (5,0-10cm) 66,67 0,80
3-Longo (> 10 cm) 6,67
1-Muito fina (< 3,0 mm) 13,33
2-Fina (3,0-6,0 mm) 26,67
ECA.: Espessura da casca 3-Média (6,0-10 mm) 20,00 1,56
4-Espessa (10-15 mm) 26,67
5-Muito espessa (> 15 mm) 13,33
1-Muito pequeno (<0,9 cm) 0,00
) X ia I 3-Pequeno (0,9-1,2 cm) 53,33
o st shreto e vcio (12:15 o
7-Grande (1,5-1,8 cm) 13,33
9-Muito grande (> 1,8 cm) 6,67
1-Baixo (< 150 g) 66,67
MFR: Massa dos frutos 2-Médio (150 a 250 g) 26,67 0,80
3-Alto (> 250 g) 6,67
1-Muito pequeno (<50) 13,33
2-Pequeno (50-100) 13,33
NSF: Numero de sementes por fruto 3-Médio (>100-200) 33,33 1,52
4-Grande (> 200-400) 26,67
5-Muito grande (> 400) 13,33
1-Esbranquicada 13,33
2-Amarelo-esverdeada 20,00
x 3-Amarela 13,33
CPO: Coloragao da polpa 4-Amarelo-alaranjada 40,00 159
6-Vermelho alaranjado 6,67
7-Roxa 6,67
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8-Outros 0,00

1-Muito baixo (< 7° Brix) 26,67
2-Baixo (7-10°) 20,00
SS: Sélido Soluveis (°Brix) 3-Médio (>10-13°) 6,67 1,21
4-Alto (>13-17°) 46,67
5-Muito alto (>17°) 0,00

Bellon et al. (2007) notaram que apesar de ndo haver clara distingdo entre os
grupos de acessos com frutos amarelos e roxos com base em marcadores moleculares do
DNA, observou-se que cerca de 26% dos alelos sdo especificos em acessos de
maracuja-amarelo. Resultados semelhantes foram observados em caracterizacdo
realizada por Cerqueira-Silva et al. (2010), visando diferenciar acessos de maracuja
amarelo e roxo. Embora outras variaveis apresentem maiores valores de entropia, esses
resultados reforcam a necessidade de distinguir acessos de Passiflora spp. pela cor de
seus frutos. Esta variavel pode ser entendida como sendo um marcador fenotipico de
variabilidade genética muito importante.

Os menores valores de entropia foram observados nas varidveis diametro
longitudinal do fruto (DIL) e massa dos frutos (MFR) (0,80) e no diametro transversal
(DIT) (0,88). Todas as demais variaveis apresentaram valores de entropia acima de um
(Tabela 4). Esses resultados indicam e ressaltam a importancia da caracterizacdo dos
frutos na diferenciacdo dos materiais de Passiflora spp., mostrando que os descritores
desse grupo desempenham importante papel para a caracterizagdo morfoagronémica.

Pela analise de agrupamento dos 15 acessos de Passiflora spp. utilizando 58
descritores morfoagrondmicos, verificou-se a formacdo de 11 grupos de similaridade,
adotando como ponto de corte a distancia genética média de 0,3. No grupo um ficaram
agrupados todos os acessos de P. alata ou hibridos que possuem essa espécie com
genitor, como é o caso do acesso CPAC MJ-H-44 e o acesso CPAC MJ-02-19 que
provavelmente é um material oriundo de cruzamento com um acesso de P. alata (Figura
1).

Os demais acessos ficaram em grupos isolados entre si, sendo que 0s acessos
CPAC MJ-07-03, CPAC MJ-26-03, CPAC MJ-14-01, CPAC MJ-16-02, P. tenuifila
BRS Vita e CPAC MJ-35-02 foram o que apresentaram maior dissimilaridade em
relacdo aos demais acessos, 0 que pode ser verificado na dispersdo grafica. Os acessos
CPAC MJ-07-03 e CPAC MJ-35-02 apresentam maior dissimilaridade genética entre si
(0,73). Os acessos P. alata BRS Mel do Cerrado e CPAC MJ-02-09 foram os que

apresentaram a menor distancia genética entre si (0,19), o que era esperado,
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considerando que o acesso CPAC MJ-02-09 é o genitor feminino do acesso P. alata
BRS Mel do Cerrado.
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Figura 1. Andlise de agrupamento e dispersdo grafica de 15 acessos de Passiflora spp., com base na
matriz de dissimilaridade genética calculada utilizando 58 descritores morfoagron6micos. O método do
UPGMA foi usado como critério de agrupamento. O valor do coeficiente de correlacdo cofenética (r) é de
0,85. Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2015. Legenda: 1. P. alata (CPAC MJ-02-17), 2. P. nitida (CPAC MJ-01-

03), 3. P. suberosa (CPAC MJ-35-02), 4. P. caerulea (CPAC MJ-14-01), 5. P. hatschbachii (CPAC MJ-50-01), 6. P. maliformis
(CPAC MJ-58-01), 7. P. quadrangularis X P. alata (CPAC MJ-H-44), 8. P. sidifolia (CPAC MJ-16-02), 9. P. malacophylla (CPAC
MJ-43-01), 10. P. alata (CPAC MJ-02-09), 11. P. alata (CPAC MJ-02-19), 12. P. quadrangularis (CPAC MJ-07-03), 13. P.
cincinnata (CPAC MJ-26-03), 14. P. alata BRS Mel do Cerrado, 15. P. tenuifila BRS Vita.

Pela analise de agrupamento dos 15 acessos de Passiflora spp. utilizando 23
descritores morfoagronémicos de folha, verificou-se a formacdo de 9 grupos de
similaridade, adotando-se como ponto de corte 0,35. As distancias entre 0s acessos e a
distribuicdo dos mesmos nos grupos de similaridade podem ser também observadas no
grafico de dispersao (Figura 2).

O grupo 1 foi formado pelos acessos CPAC MJ-02-17 e CPAC MJ-07-03 e 0
grupo 2 pelos acessos CPAC MJ-01-03, CPAC MJ-58-01, CPAC MJ-H-44, CPAC MJ-
02-09, CPAC MJ-02-19 e P. alata BRS Mel do Cerrado. Neste grupo, 0s acessos sao
em sua maioria da espécie P. alata, com excecédo do P. nitida (CPAC MJ-01-03).

Jungueira et al. (2007) relataram uma alta similaridade genética molecular e
boténica entre acessos de P. nitida e de P. alata. No grafico de dispersdo os acessos dos
grupos 1 e 2 ocuparam uma mesma area, mostrando uma certa similaridade entre esses
acessos com relacéo aos descritores de folhas.

Os acessos CPAC MJ-58-01 e CPAC MJ-01-03 foram os que apresentaram a
menor dissimilaridade genética entre si (0,17) com base nos descritores de folhas. Essas

duas espécies compartilham varias caracteristicas fenotipicas das folhas, fazendo com
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que 0s acessos dessas espécies tenham a mesma classe fenotipica para varios descritores

de folhas, justificando esta alta similaridade entre eles.
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Figura 2. Analise de agrupamento e dispersdo grafica de 15 acessos de Passiflora spp., com base na
matriz de dissimilaridade genética calculada utilizando 23 descritores morfoagrondémicos de folha. O
método do UPGMA foi usado como critério de agrupamento. O valor do coeficiente de correlagdo

cofenética (r) é de 0,88. Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2015. Legenda: 1. P. alata (CPAC MJ-02-17), 2. P.
nitida (CPAC MJ-01-03), 3. P. suberosa (CPAC MJ-35-02), 4. P. caerulea (CPAC MJ-14-01), 5. P. hatschbachii (CPAC MJ-50-
01), 6. P. maliformis (CPAC MJ-58-01), 7. P. quadrangularis X P. alata (CPAC MJ-H-44), 8. P. sidifolia (CPAC MJ-16-02), 9. P.
malacophylla (CPAC MJ-43-01), 10. P. alata (CPAC MJ-02-09), 11. P. alata (CPAC MJ-02-19), 12. P. quadrangularis (CPAC
MJ-07-03), 13. P. cincinnata (CPAC MJ-26-03), 14. P. alata BRS Mel do Cerrado, 15. P. tenuifila BRS Vita.

Utilizando 25 descritores morfoagrondémicos de flor, os 15 acessos de Passiflora
spp. ficaram distribuidos em 10 grupos de similaridade, adotando como ponto de corte a
distancia genética média de 0,30 (Figura 3).
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Figura 3. Analise de agrupamento e dispersdo entre 15 acessos de Passiflora spp., com base na matriz de
dissimilaridade genética calculada utilizando 25 descritores morfoagrondmicos de flor. O método do
UPGMA foi usado como critério de agrupamento. O valor do coeficiente de correlagdo cofenética (r) é de
0,88. Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2015. Legenda: 1. P. alata (CPAC MJ-02-17), 2. P. nitida (CPAC MJ-01-
03), 3. P. suberosa (CPAC MJ-35-02), 4. P. caerulea (CPAC MJ-14-01), 5. P. hatschbachii (CPAC MJ-50-01), 6. P. maliformis
(CPAC MJ-58-01), 7. P. quadrangularis X P. alata (CPAC MJ-H-44), 8. P. sidifolia (CPAC MJ-16-02), 9. P. malacophylla (CPAC
MJ-43-01), 10. P. alata (CPAC MJ-02-09), 11. P. alata (CPAC MJ-02-19), 12. P. quadrangularis (CPAC MJ-07-03), 13. P.
cincinnata (CPAC MJ-26-03), 14. P. alata BRS Mel do Cerrado, 15. P. tenuifila BRS Vita.

91



O grupo um foi formado pelos acessos CPAC MJ-02-17, CPAC MJ-02-09,
CPAC MJ-H-44, CPAC MJ-07-03, P. alata BRS Mel do Cerrado e CPAC MJ-02-19.
Assim como neste estudo, Costa et al. (2009), por meio dos descritores de flor,
observaram antese no periodo matutino para os acessos de P. alata e o P.
quadrangularis, assim como para o hibrido entre essas duas espécies. Essa
compatibilidade genética entre P. alata e P. quadrangularis pode ter alguma relacéo
com as semelhancas fenotipicas dos descritores das flores avaliados no trabalho. E
possivel que acessos de diferentes espécies possuam menores distancias genéticas entre
si dependendo da similaridade das classes fenotipicas das caracteristicas fenotipicas
avaliadas (BELLON et al. 2009).

Os demais acessos apresentaram maiores dissimilaridades genéticas entre si e
ndo formaram grupos, sendo que os acessos CPAC MJ-35-02 e CPAC MJ-26-03 foram
0s mais distantes dos demais com base nos descritores de flores. A coloragéo
predominante dos filamentos dos anéis da corona (CAC) pode ter sido o descritor que
mais contribuiu para essa distancia, sendo exclusivamente verde para P. suberosa e roxa
para P. cincinnata. Embora o género Passiflora possua um padrdo caracteristico da
morfologia floral, é possivel encontrar uma enorme plasticidade fenotipica, como no
formato da flor, tamanho, forma e coloracdo das flores (PAIVA et al., 2014).

Baseado nos 10 descritores morfoagrondmicos de fruto para os 15 acessos de
Passiflora spp., observou-se a formacédo de 10 grupos de similaridade, adotando como
ponto de corte a distancia genética média de 0,40 (Figura 4).

O maior grupo (1) foi formado pelos acessos de P. alata ou que tem esse
material como genitor. Devido a similaridade do acesso CPAC MJ-02-19 com o acesso
CPAC MJ-02-17 e P. alata BRS Mel do Cerrado, ambos P. alata, acredita-se que esse
acesso também seja um material oriundo de um genitor muito proximo. Todos esses
acessos apresentaram a coloracdo da casca (CCF) semelhante, assim como outras
caracteristicas de fruto, como a (MFR) e (CPO).

Os acessos CPAC MJ-16-02 e CPAC MJ-43-01), se agruparam formando o
grupo 8, esses acessos apresentaram as mesmas classes fenotipicas para formato do
fruto (FFR), massa do fruto (MFR) e coloragdo da polpa CPO. Os demais acessos
apresentam grande distancia genética entre si.

Resultado semelhante foi observado por Viana et al. (2010), que ao estudarem a

diversidade genética entre seis espécies do género Passiflora utilizando onze
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descritores, verificaram uma ampla variagdo morfoldgica inter e intraespecifica,

obtendo clara separacao das espécies.
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Figura 4. Analise de agrupamento e dispersdo de 15 acessos de Passiflora spp., com base na matriz de
dissimilaridade genética calculada utilizando 10 descritores morfoagrondmicos de fruto. O método do
UPGMA foi usado como critério de agrupamento. O valor do coeficiente de correlagdo cofenética (r) é de
0,87. Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2015. Legenda: 1. P. alata (CPAC MJ-02-17), 2. P. nitida (CPAC MJ-01-

03), 3. P. suberosa (CPAC MJ-35-02), 4. P. caerulea (CPAC MJ-14-01), 5. P. hatschbachii (CPAC MJ-50-01), 6. P. maliformis
(CPAC MJ-58-01), 7. P. quadrangularis X P. alata (CPAC MJ-H-44), 8. P. sidifolia (CPAC MJ-16-02), 9. P. malacophylla (CPAC
MJ-43-01), 10. P. alata (CPAC MJ-02-09), 11. P. alata (CPAC MJ-02-19), 12. P. quadrangularis (CPAC MJ-07-03), 13. P.
cincinnata (CPAC MJ-26-03), 14. P. alata BRS Mel do Cerrado, 15. P. tenuifila BRS Vita.

A coloracdo da casca do fruto (CCF) foi uma variavel importante na
caracterizacdo dos acessos, pois, todos 0s acessos que formaram o grupo 1 apresentaram
casca amarelo ouro e os dos acessos do grupo 8 apresentaram casca amarelo
esverdeado. Corroborando os resultados apresentados, estudos de diversidade em P.
edulis, realizado por Bellon et al. (2007), apresentaram maior distancia genética entre os
acessos de cascas amarelas e roxas.

As correlacdes entre as estimativas de distancias genéticas obtidas com base em
todos os 58 descritores morfoagrondmicos e obtidas com base nos descritores de cada
estrutura da planta (folhas, flores e frutos) foram todas positivas e significativas (Tabela
5), com excecdo das distancias obtidas com base em descritores de folhas e frutos
(0,19).

Essa menor correlacdo obtida entre os descritores de folha e fruto indica uma
complementaridade entre as caracteristicas de folhas e frutos para os estudos de
diversidade. Estimativas de diversidade com base exclusivamente em caracteristicas de

folhas ou de frutos estdo incompletas.
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Tabela 5. Estimativas dos coeficientes de correlacdo de Pearson entre as distancias
genéticas calculadas com base nos diferentes grupos de descritores morfoagronémicos
categoricos, em Passiflora spp. Todas as varidveis (58), Folha (23), Flor (25) e Fruto
(10). Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2015.

Variaveis Folha Flor Fruto
Todos (58) 0,79™ 0,85™ 0,58
Folha 0,47 0,19
Flor 0,35™

™ Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste t. " NAo significativo, pelo teste t.

Os descritores de flores permitiram as estimativas de distancias genéticas mais
correlacionadas com as distancias genéticas obtidas com base em todos os descritores,
havendo também correlacdo positiva e significativa com as distancias genéticas
calculadas com base nos descritores de folhas e frutos. Estas analises de correlacdo
evidenciam uma coeréncia entre as distancias genéticas estimadas com base nos
descritores de cada estrutura da planta (folha, flor e fruto), mas também a importancia
do uso das diferentes estruturas da planta para estudos mais completos de caracterizagédo

e diversidade genética de recursos genéticos do género Passiflora.

2.4 CONCLUSAO

A caracterizacdo morfoagrondmica baseada em descritores multicategoricos
contribuiu para a diferenciacdo fenotipica entre os 15 acessos Passiflora spp., servindo
como importante instrumento para quantificar a variabilidade existente.

A caracterizacdo das diferentes estruturas da planta (folha, flor e fruto) séo
importantes para estudos mais completos de caracterizacdo e diversidade genética de

recursos genéticos do género Passiflora.
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Passiflora spp. BASEADA EM VARIAVEIS QUANTITATIVAS DAS FLORES E
FRUTOS
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DIVERSIDADE GENETICA E MORFOAGRONOMICA DE Passiflora spp.
BASEADA EM VARIAVEIS QUANTITATIVAS DAS FLORES E FRUTOS

Resumo: Objetivou-se estudar a diversidade genética de acessos de Passiflora spp.
baseada em descritores morfoagrondémicos quantitativos de flores e frutos. O estudo foi
realizado na Embrapa Cerrados, Planaltina, DF. Foram caracterizados 15 acessos de
Passiflora spp., utilizando 14 descritores morfoagrondémicos quantitativos. Para
obtencdo de todos os descritores, as mensuragdes foram realizadas utilizando 12
estruturas, do terco médio da planta, das quais foram registradas sempre o valor médio.
Distancias genéticas entre os acessos foram estimadas com base na Distancia de
Mahalanobis. Anélise de agrupamento via dendrograma e dispersdo grafica via
coordenadas principais foram analisadas. Foi calculada também a contribuicdo relativa
dos caracteres para divergéncia genética dos acessos analisados. A caracterizacdo
morfoagrondmica baseada em descritores quantitativos de flores e frutos contribuiu para
a diferenciacdo fenotipica entre os acessos de Passiflora spp., servindo como importante
instrumento para quantificar a variabilidade. Essa caracterizacdo € importante para
estudos mais completos de caracterizacao e diversidade genética do género Passiflora.

Palavras-chave: analise multivariada, recursos genéticos, Passifloraceae
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GENETIC AND MORPHOAGRONOMIC DIVERSITY OF Passiflora spp.
BASED ON QUANTITATIVE CHARACTERISTICS OF FLOWERS AND
FRUITS

Abstract: The objective of this study was to study the genetic diversity the Passiflora
spp. accessions and their based on quantitative morphological descriptors from flowers
and fruits. The study was conducted at Embrapa Cerrados, Planaltina, DF. Fifteen
Passiflora spp. accessions were characterized using 14 quantitative morphological
descriptors. To obtain all the descriptors, the measurements were made using 12
structures, of the middle third of the plant, of which the average value was always
recorded. Genetic distances among all accesses pairs were estimated based on
Mahalanobis' generalized distance. Cluster analysis via dendrogram and grafic
dispersion was analyzed. It was also calculated the relative contribution of characters to
accessions divergence. The morphoagronomic characterization based on quantitative
descriptors from flowers and fruits contributed to the Passiflora spp. accessions
differentiation. Serving as an important tool to quantify the variability. These
informations is useful to perform Passiflora spp. characterization and genetic diversity
studies.

Keywords: multivariate analysis, genetic resources, Passifloraceae
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3.1 INTRODUCAO

O Brasil € considerado centro origem e de diversidade das passifloras, possui
ampla variabilidade genética, sendo esta fundamental para o sucesso de qualquer
programa de melhoramento genético. O grande potencial do uso de espécies silvestres
de maracujazeiro em programas de melhoramento genético do maracujazeiro tem sido
relatado nos ultimos anos (FALEIRO e JUNQUEIRA, 2009; FALEIRO et al., 2011a;
2011Db).

Espécies vegetais, de uma forma geral, apresentam grande importancia, pois
estdo relacionadas com necessidades bésicas do ser humano. Plantas cultivadas,
espécies silvestres relacionadas as comerciais, variedades antigas e variedades
melhoradas representam materiais genéticos que devem ser conservados e
caracterizados, pois poderdo ser utilizados em programas de melhoramento (FALEIRO
etal., 2012).

A utilizacdo de recursos genéticos tem viabilidade fundamentada na coleta,
introducdo, conservacdo e intercambio de acessos de germoplasma, bem como em sua
caracterizacdo e avaliacdo, o que permite conhecer as qualidades e potencialidades do
material (FALEIRO et al., 2012). Em um levantamento das demandas para as pesquisas
do maracujazeiro, Faleiro et al. (2006) indicaram a caracterizacdo, domesticacdo e
desenvolvimento de novas espécies como prioridade. Uma importante etapa dos
processos de caracterizacdo e avaliacdo € a elaboracdo dos descritores utilizados, o0s
quais podem ser morfoldgicos, agrondmicos e moleculares.

Para o desenvolvimento de um programa de melhoramento, dentre outras coisas,
¢ importante ter bancos de germoplasma caracterizados, de modo a conseguir
informacBes bésicas sobre os gendtipos, para sua utilizacdo na base dos cruzamentos
(FALEIRO et al.,, 2008). A constatagdo e quantificacdo da variabilidade intra e
interespecifica é de essencial importancia, pois permite o uso mais eficiente dos
recursos genéticos pelo melhorista.

Segundo Vieira et al. (2007), os melhoristas tém utilizado descritores
morfoagrondmicos para caracterizar 0s acessos selecionados ao longo do programa de
melhoramento. Esses descritores tém um papel fundamental na caracterizacao e selecdo
de plantas, sendo decisivos na escolha dos genotipos ao longo dos ciclos de
recombinacdo e também na escolha de gendtipos para uso como novos genitores. A

caracterizacdo morfoagrondmica para estudos de variabilidade genética tem sido feita
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com base em caracteres que sejam de facil deteccdo e mensuracdo, e sofram pouca
influéncia ambiental.

Negreiros et al. (2008) caracterizaram frutos de progénies de meios-irmaos de
maracujazeiro-amarelo, e observaram que alguns frutos apresentaram caracteristicas
desejaveis tanto para o mercado in natura como para a industria, assim como
superioridade de alguns acessos para futuros trabalhos de melhoramento.

Castro et al. (2012), para caracterizarem genoétipos de P. edulis, selecionaram
descritores morfoldgicos minimos para distinguir variedades de maracuja, no qual,
foram indicados 22 dos 28 descritores analisados, com alta contribuicdo na variacéo
total observada. Esses resultados indicam que os descritores agronémicos sdo Uteis para
diferenciar recursos genéticos do género Passiflora. Neste trabalho, objetivou-se estudar
a diversidade genética de acessos de Passiflora spp. baseado em descritores

morfoagrondmicos quantitativos de flores e frutos.

3.2 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado na Unidade de Apoio da Fruticultura e no Laboratorio de
Analises de Alimentos da Embrapa Cerrados, em Planaltina-DF. O delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado com 15 tratamentos (acessos) (Tabela 1) e
quatro repeticdes, totalizando 60 parcelas experimentais. Cada parcela foi representada

pela média de 3 estruturas (flor ou fruto).

Tabela 1. Descricdo dos 15 acessos de Passiflora spp. caracterizados no estudo,
Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2015.

Acesso Espécie Cddigo BAG
1 Passiflora alata Curtis, 1789 CPAC MJ-02-17
2 Passiflora nitida Kunth, 1817 CPAC MJ-01-03
3 Passiflora suberosa L., 1753 CPAC MJ-35-02
4 Passiflora caerulea Lour. ex DC., 1828 CPAC MJ-14-01
5 Passiflora hatschbachii Cervi, 1994 CPAC MJ-50-01
6 Passiflora maliformis Vell., 1831 CPAC MJ-58-01
7 Passiflora quadrangularis x P. alata CPAC MJ-H-44
8 Passiflora sidifolia M. Roem., 1846 CPAC MJ-16-02
9 Passiflora malacophylla Mast., 1872 CPAC MJ-43-01
10 Passiflora alata Curtis, 1789 CPAC MJ-02-09
11 Passiflora alata Curtis, 1789 CPAC MJ-02-19
12 Passiflora quadrangularis Triana & Planch, 1873 CPAC MJ-07-03
13 Passiflora cincinnata Mast., 1868 CPAC MJ-26-03
14 Passiflora alata Curtis, 1789 (BRS Mel do Cerrado)  BRS Mel do Cerrado
15 Passiflora tenuifila Killip, 1927 (BRS Vita) BRS Vita
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Foram caracterizados 15 acessos de Passiflora spp. do Banco Ativo de
Germoplasma 'Flor da Paixdo' (BAG). As plantas de cada acesso conservadas em
campo, foram clonadas via estaquia para producdo das mudas. Oito mudas de cada
acesso foram cultivadas no campo no sistema de espaldeira vertical, seguindo as
recomendacdes técnicas da cultura quanto a adubacdo, irrigacdo e controle
fitossanitario.

Foram avaliados em cada acesso, 14 descritores morfoagronémicos
quantitativos, sendo oito para caracteristicas de flores e seis para frutos. Os descritores
avaliados nas flores foram comprimento do androginéforo (CAN), diametro externo da
cavidade da corona (DEEC), diametro interno da cavidade da corona (DIC),
comprimento do pedicelo (CPD), comprimento da antera (CA), largura da antera
(LAN), comprimento do ovéario (COV), diametro do ovéario (DOV). Os descritores
avaliados nos frutos foram massa da casca (MCA), massa das sementes (MSE), massa
da polpa (MPO), rendimento de suco (RES), acidez total titulavel (AT) e razdo entre
solidos solaveis e acidez total titulavel (RATIO).

Os dados de comprimento, diametro e largura, foram obtidos em centimetros
(cm); os dados de massa foram obtidos em gramas (g). Todas as variaveis foram
mensuradas nas flores e frutos coletados no terco médio dos ramos de cada planta.

As distancias genéticas entre os 15 acessos de Passiflora spp. foram calculadas
com base em todos os 14 descritores morfoagrondmicos e também com base nos 8
descritores de flores e 6 de frutos, separadamente. As estimativas foram baseadas na
distdncia de Mahalanobis com auxilio do programa computacional Genes (CRUZ,
2013).

Com base nas matrizes de distancias genéticas foram realizadas analises de
agrupamento dos acessos via dendrograma, utilizando como critério o método da
ligagdo média entre grupos ndo ponderados, UPGMA (Unweighted Pair-Group Method
using Arithmetic Avarages). Foi realizada também a dispersdo gréfica baseada em
escalas multidimensionais usando o método das coordenadas principais, com auxilio
dos Programas SAS (SAS INSTITUTE INC., 2008) e Statistica (STATSOFT INC.,
2005).

CorrelacOes de Pearson entre as estimativas de distancias genéticas obtidas com
base em todos os 14 descritores morfoagronémicos e obtidas com base nos descritores

de cada estrutura da planta (flores e frutos) foram também calculadas. Assim como, a
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contribuicdo relativa dos caracteres para divergéncia — SINGH (1981) de cada variavel,

com auxilio do programa computacional Genes (CRUZ, 2013).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Pela analise de agrupamento dos 15 acessos de Passiflora spp. utilizando 14
descritores morfoagronémicos quantitativos, verificou-se a formagdo de 4 grupos de
similaridade (Figura 1). Considerando todas as caracteristicas avaliadas, o grupo um foi
formado pelos acessos de P. alata e o hibrido CPAC MJ-H-44. O grupo dois foi 0 maior
grupo, contendo os acessos CPAC MJ-01-03, CPAC MJ-14-01, CPAC MJ-58-01,
CPAC MJ-35-02, CPAC MJ-43-01, CPAC MJ-16-02 e P. tenuifila BRS Vita. O grupo
trés foi formado pelos acessos CPAC MJ-50-01 e CPAC MJ-26-03. O acesso CPAC
MJ-07-03 ndo formou grupo com outro material, provavelmente pelo seu tamanho
diferenciado, considerando o maior peso de fruto e consequentemente uma maior massa
da casca, entre outras. Observando a dispersao grafica, nota-se que os acessos do grupo
um e dois estdo bem préximos, formando um grupo com todos acessos. Os acessos que
estdo juntos no dendrograma formando o grupo trés, na dispersdo encontram-se mais

distantes entre si (Figura 1).
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Figura 1. Anélise de agrupamento e dispersdo de 15 acessos de Passiflora spp., com base na matriz de
dissimilaridade genética calculada utilizando 14 descritores morfoagrondmicos quantitativos. O método
do UPGMA foi usado como critério de agrupamento. O valor do coeficiente de correlagéo cofenética (r) é

de 0,89. Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2015. Legenda: 1. P. alata (CPAC MJ-02-17), 2. P. nitida (CPAC MJ-
01-03), 3. P. suberosa (CPAC MJ-35-02), 4. P. caerulea (CPAC MJ-14-01), 5. P. hatschbachii (CPAC MJ-50-01), 6. P. maliformis
(CPAC MJ-58-01), 7. P. quadrangularis X P. alata (CPAC MJ-H-44), 8. P. sidifolia (CPAC MJ-16-02), 9. P. malacophylla (CPAC
MJ-43-01), 10. P. alata (CPAC MJ-02-09), 11. P. alata (CPAC MJ-02-19), 12. P. quadrangularis (CPAC MJ-07-03), 13. P.
cincinnata (CPAC MJ-26-03), 14. P. alata BRS Mel do Cerrado, 15. P. tenuifila BRS Vita.
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Utilizando os oito descritores quantitativos de flor, observou-se a formagéo de
sete grupos de similaridade. O grupo um foi similar ao formado utilizando-se todos os
descritores, ou seja, com todos os acessos de P. alata agrupados juntamente com o
hibrido CPAC MJ-H-44 (Figura 2). Corroborando os resultados observados, Ortiz et al.
(2012) relataram uma alta homogeneidade genética quando sdo analisados acessos da

mesma espécie.
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Figura 2. Analise de agrupamento e dispersdo de 15 acessos de Passiflora spp., com base na matriz de
dissimilaridade genética calculada utilizando 8 descritores morfoagrondmicos quantitativos de flor. O
método do UPGMA foi usado como critério de agrupamento. O valor do coeficiente de correlagdo

cofenética (r) é de 0,83. Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2015. Legenda: 1. P. alata (CPAC MJ-02-17), 2. P.
nitida (CPAC MJ-01-03), 3. P. suberosa (CPAC MJ-35-02), 4. P. caerulea (CPAC MJ-14-01), 5. P. hatschbachii (CPAC MJ-50-
01), 6. P. maliformis (CPAC MJ-58-01), 7. P. quadrangularis X P. alata (CPAC MJ-H-44), 8. P. sidifolia (CPAC MJ-16-02), 9. P.
malacophylla (CPAC MJ-43-01), 10. P. alata (CPAC MJ-02-09), 11. P. alata (CPAC MJ-02-19), 12. P. quadrangularis (CPAC
MJ-07-03), 13. P. cincinnata (CPAC MJ-26-03), 14. P. alata BRS Mel do Cerrado, 15. P. tenuifila BRS Vita.

O grupo dois foi formado pelos acessos CPAC MJ-01-03, CPAC MJ-26-03,
CPAC MJ-14-01 e CPAC MJ-58-01, os quais apresentam um tamanho de flor bem
similar, o que levou a obtencdo de caracteristicas quantitativas parecidas e menores
distancias genéticas entre eles.

O grupo cinco foi formado pelos acessos CPAC MJ-16-02 e CPAC MJ-43-01.
Os demais acessos, CPAC MJ-07-03, CPAC MJ-50-01 e P. tenuifila BRS Vita ndo se
agruparam entre si. Observando o grafico de dispersdo, nota-se que os acessos CPAC
MJ-07-03, CPAC MJ-50-01 e P. tenuifila BRS Vita mantiveram a mesma tendéncia de
distanciamento dos demais, e também o acesso CPAC MJ-35-02 que pertence ao

subgénero Decaloba. Muschner et al. (2012) também encontraram relativa distancia

entre o subgénero Decaloba e o subgénero Passiflora. Esta alta dissimilaridade genética
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entre acessos desses dois subgéneros possibilita a utilizacdo dos mesmos como grupos
divergentes no estudo de espécies do género Passiflora.

Os demais acessos de Passiflora spp. estudados ficaram bem mais proximos no
gréfico de dispersdo, seguindo a mesma tendéncia do dendrograma.

Para os descritores quantitativos de fruto, observa-se, pelo dendrograma, a
formagéo de trés grupos de similaridade, sendo que o grupo um, pode ser dividido em
dois subgrupos, sendo o primeiro formado pelos acessos de P. alata e o hibrido CPAC
MJ-H-44 e o segundo subgrupo foi formado pelos acessos CPAC MJ-01-03, P. tenuifila
BRS Vita, CPAC MJ-35-02, CPAC MJ-01-03 e CPAC MJ-43-01), (Figura 3). Viana et
al. (2010) utilizaram 11 descritores para avaliar seis espécies do género Passiflora e
verificaram uma ampla variagdo morfologica inter e intraespecifica, obtendo uma clara
separacao das espécies estudadas.

O grupo dois foi formado pelos acessos CPAC MJ-50-01 e CPAC MJ-26-03. O
acesso CPAC MJ-07-03 ndo se agrupou com os demais acessos. Pelo gréafico da
dispersdo, os acessos CPAC MJ-50-01 e CPAC MJ-26-03 que aparecem juntos no
dendrograma, ficaram mais separados, assim como o0 acesso CPAC MJ-07-03. Um
grande grupo de similaridade foi formado, assim como foi observado nos acessos do

grupo um do dendrograma.

40000

T 1 20000

2 1 | 20000
5 la 234
: | 5 0000 011 14
g | 50000 3
L]

; | -so000

— |

I

Dusténcia genética Coord. 1

Coord. 2

b

oW o W @ b W

n
g
ra
m
]
&
i
™
A
5
i
~
A
&

Figura 3. Andlise de agrupamento e dispersdo de 15 acessos de Passiflora spp., com base na matriz de
dissimilaridade genética calculada utilizando 6 descritores morfoagrondmicos quantitativos de fruto. O
método do UPGMA foi usado como critério de agrupamento. O valor do coeficiente de correlagdo
cofenética (r) é de 0,92. Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2015. Legenda: 1. P. alata (CPAC MJ-02-17), 2. P.
nitida (CPAC MJ-01-03), 3. P. suberosa (CPAC MJ-35-02), 4. P. caerulea (CPAC MJ-14-01), 5. P. hatschbachii (CPAC MJ-50-
01), 6. P. maliformis (CPAC MJ-58-01), 7. P. quadrangularis X P. alata (CPAC MJ-H-44), 8. P. sidifolia (CPAC MJ-16-02), 9. P.
malacophylla (CPAC MJ-43-01), 10. P. alata (CPAC MJ-02-09), 11. P. alata (CPAC MJ-02-19), 12. P. quadrangularis (CPAC
MJ-07-03), 13. P. cincinnata (CPAC MJ-26-03), 14. P. alata BRS Mel do Cerrado, 15. P. tenuifila BRS Vita.
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As correlacdes entre as estimativas de distancias genéticas obtidas com base nos
14 descritores morfoagrondémicos quantitativos e obtidas com base nos descritores de
cada estrutura da planta (flores e frutos) estdo na tabela 2. Foi verificada uma correlagéo
forte e altamente significativa entre as distancias genéticas estimadas com base em
todos os descritores e com base nos descritores do fruto, demonstrando que as
caracteristicas dos frutos foram determinantes para a diferenciacdo dos acessos das
espécies avaliadas nesse estudo. Para as espécies avaliadas no presente trabalho,
estimativas de diversidade com base exclusivamente em caracteristicas quantitativas de
fruto, seriam suficientes para diferenciar os acessos. Ndo houve correlacdo entre as
distancias genéticas estimadas com base nas caracteristicas de frutos e aquelas
estimadas com base nas caracteristicas de flores, evidenciando a complementaridade
destas caracteristicas para estudos mais completos de diversidade genética inter e intra-

especifica.

Tabela 2. Estimativas dos coeficientes de correlacdo de Pearson entre as distancias
genéticas calculadas com base nos diferentes grupos de descritores morfoagronémicos
quantitativos, em Passiflora spp. Todos (14), Flor (8) e Fruto (6). Embrapa Cerrados,
Planaltina, DF, 2015.

Variaveis Flor Fruto
Todos (14) 0,03™ 0,99™
Flor 0,01ms

™ Significativo a 1 de probabilidade, pelo teste t. "> N&o significativo, pelo teste t.

Com base no método de Singh (1981), foi possivel classificar a importancia
relativa de todos os descritores quantitativos avaliados para a caracterizacdo de
diferentes acessos de Passiflora spp. Observou-se que o comprimento do ovéario (COV)
foi a variavel que mais contribuiu com a variabilidade dos acessos com 25,14% (Tabela
3), isso para as caracteristicas de flor. Lawinscky et al. (2014) fazendo a caracterizacdo
morfolégica e diversidade genética em P. alata e P. cincinnata, observaram que o
didametro da corona foi a varidvel que mais contribuiu com a determinacdo da
diversidade genética existente entre as duas espécies estudadas.

Santos et al. (2011), ao quantificarem a diversidade genética entre P. foetida, P.
sublanceolada e o hibrido correspondente, com base em caracteres morfologicos,
verificaram que as variaveis que tiveram maior contribuigdo, foram o didmetro da flor e

0 comprimento do pedunculo.
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Verificou-se pelo método de Singh para fruto, que a variavel massa da casca
(MCA) foi a que mais contribuiu para a caracterizacdo morfoagronémica, com 51,30%.
De acordo com Santos et al. (2009) a espessura da casca do fruto € uma caracteristica
importante do ponto de vista comercial, visto que a estd fortemente relacionada com o
rendimento de suco, promovendo o aumento da porcentagem da polpa. De um lado, o
mercado consumidor busca um material com casca fina e alto rendimento de suco. Do
outro lado, acessos com maior espessura de casca podem ter maior resisténcia ao
transporte e a doencas da pos-colheita. A partir da casca, tem sido possivel a extracdo de
pectina e a fabricacdo de farinha com propriedades funcionais-medicinais, de modo que
para tal utilizagcdo, acessos com maior massa de casca podem ser importantes
(CAZARIN, et al., 2014).

Tabela 3. Contribuicdo relativa dos caracteres para divergéncia — SINGH (1981),
comprimento do androgin6foro (CAN), didmetro externo da cavidade da corona
(DEEC), didmetro interno da cavidade da corona (DIC), comprimento do pedicelo
(CPD), comprimento da antera (CA), largura da antera (LAN), comprimento do ovario
(COV), diametro do ovario (DOV), massa da casca (MCA), massa das sementes (MSE),
massa da polpa (MPO), rendimento de suco (RES), acidez total titulavel (AT) e razdo
entre solidos soluveis e acidez total titulavel (RATIO) de 15 acessos de Passiflora spp.
Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2015.

Variaveis Flor Singh (%) Variaveis Fruto Singh (%)
CAN (cm) 10,34 MCA (g) 51,30
DEEC (cm) 16,90 MSE (g) 0,26
DIC (cm) 2,40 MPO (g) 28,21
CPD (cm) 20,07 RES (%) 2,23
CA (cm) 5,28 AT 17,98
LAN (cm) 14,76 RATIO 0,02
COV (cm) 25,14

DOV (cm) 5,01

Depois da massa da casca, as caracteristicas que mais contribuiram para a
diferenciacdo dos acessos foram a Massa da Polpa (MPO) (28,21%) e a acidez total
titulavel (AT) (17,98%). A massa da polpa é diretamente relacionada ao valor comercial
dos frutos de maracuja para mercado in natura e para processamento industrial que
usam a polpa como principal matéria prima. A acidez total titulavel é uma caracteristica
de grande importancia para a industria, pois, altos niveis de acidez elevam tempo de
conservacao da polpa e desfavorecem a manifestacdo de microrganismos (NEGREIROS

et al., 2008), além de estar altamente relacionada com a qualidade da bebida produzida a
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partir da polpa do fruto, o que pode ser avaliada pela razdo entre solidos sollveis e
acidez total titulavel (RATIO). Esta caracteristica também é importante para 0 consumo
in natura e segundo Silva et al. (2008) é um balanco entre os &cidos e 0s agUcares, que

pode ser altamente influenciada pela época de colheita do fruto.

3.4 CONCLUSAO

A caracterizagdo morfoagrondmica baseada em descritores quantitativos de
flores e frutos contribuiu para a diferenciacéo fenotipica entre os 15 acessos Passiflora
spp., servindo como importante instrumento para quantificar a variabilidade existente
entre 0s acessos.

As caracteristicas de frutos contribuiram de forma mais determinante para a
diferenciacdo dos acessos das espécies avaliadas nesse estudo. A caracterizacdo
quantitativa das estruturas de flor e fruto de forma complementar é importante para
estudos mais completos de caracterizacdo e diversidade genética de recursos genéticos
do género Passiflora.
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ESTIMATIVAS DE PARAMETROS GENETICOS E CARACTERIZACAO
MORFOAGRONOMICA DE ESPECIES DO GENERO Passiflora

Resumo: Neste trabalho, objetivou-se estimar pardmetros genéticos e caracterizar
espécies do género Passiflora com base em caracteristicas morfoagronémicas
quantitativas. Foram avaliadas 14 caracteristicas morfoagronomicas quantitativas, sendo
oito de flor e seis de fruto, de 15 acessos de Passiflora sp. Todas as caracteristicas
foram mensuradas no terco médio das plantas. Foram consideradas para analise, 12
estruturas para cada mensuracdo, registrando-se sempre o valor médio para cada
variavel. A massa da casca foi a caracteristica que apresentou a maior amplitude com o
valor méximo de 1211,75 g e o valor minimo de 0,27 g. Esta amplitude indica que esse
descritor é de grande importancia para diferenciacdo das espécies de Passiflora spp.
Analises de variancia revelaram diferencas altamente significativas entre os 15 acessos,
evidenciando a existéncia de variabilidade genética quanto aos caracteres analisados.
Todas as caracteristicas apresentaram coeficiente de determinacdo acima de 99%,
indicando que houve alta acurdcia na avaliacdo e grande contribuicdo dos fatores
genéticos na expressao das caracteristicas.

Palavras-chave: distancia genética, recursos genéticos, Passifloraceae
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GENETIC PARAMETERS ESTIMATION AND AGRO-MORPHOLOGICAL
CHARACTERIZATION OF SPECIES FROM Passiflora GENUS

Abstract: The purpose of this study was to estimate genetic parameters and to
characterize Passiflora species based on quantitative agronomic characteristics. Fifteen
accessions of Passiflora species was characterized based on 14 quantitative agronomic
characteristics of flowers (8) and fruits (6). All characteristics were measured in the
middle third of the plants. For analysis, 12 structures were considered for each
measurement, always recording the mean value for each variable. The shell mass was
the characteristic that presented the greatest amplitude with the maximum value of
1211.75 g and the minimum value of 0.27 g. This amplitude indicates that this
descriptor is of great importance for the differentiation of the species of Passiflora spp.
Variance analysis revealed highly significant differences among the 15 accessions,
demonstrating the genetic variability. Determination coefficient above 99% was verified
for all evaluated characteristicas, indicating the high experimental accuracy and great
contribution of genetic factors on the traits phenotic expression.

Key words: genetic distance, genetic resources, Passifloraceae
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4.1 INTRODUCAO

O género Passiflora é considerado como o0 mais representativo da familia
Passifloraceae, com cerca de 500 espécies, a maioria das quais tem como centro de
origem a America Tropical, das quais 139 estdo dispersas no territorio brasileiro,
colocando o Brasil, especificamente a Regido Centro Norte do Pais entre os principais
centros de diversidade genética do género (BERNACCI et al., 2008; BERNACCI et al.,
2013).

As espécies contidas no género Passiflora podem possuir uma grande variacdo
fenotipica, a qual pode ser observada nas folhas, flores e frutos. As folhas podem ser
alternadas, simples ou compostas, inteiras ou lobadas e de forma e tamanhos variaveis,
de margem inteira ou serrilhada. E possivel observar diferentes quantidades e
posicionamentos de 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). As flores apresentam diferentes tamanhos e grande espectro de
cores e os frutos apresentam também diferentes tamanhos, cores e formatos. A casca é
de textura coriacea, quebradica e lisa, a qual protege as sementes, que sdo envolvidas
por um arilo mucilaginoso (BERNACCI et al., 2008; NUNES e QUEIROZ, 2007).

As passifloras possuem uma ampla variabilidade interespecifica e potencial para
usos diversos, Faleiro et al. (2006) ressaltam que, espécies nativas e silvestres de
maracuja possuem potenciais ndo apenas para 0 consumo in natura, mas também para o
processamento industrial, producdo de farmacos, planta ornamental e alimento
funcional. Espécies silvestres sdo fontes de genes para o melhoramento genético,
servem como porta enxerto e na obtencéo de hibridos interespecificos (FALEIRO et al.,
2008).

Quantificar essa variabilidade genética é fundamental para avaliar o desempenho
dessas espécies e assim identificar recursos genéticos de grande valor, tanto aqueles
passiveis de serem introduzidos de forma direta em sistemas de produgdo, como aqueles
com potencial para serem usados em programas de melhoramento (FALEIRO et al.,
2012). Para essa quantificagdo, sdo necessarios principalmente trabalhos de
caracterizagdo morfoldgica e agrondbmica dos materiais de Passiflora spp., tendo em
vista a sua utilizagéo pratica em cultivos comerciais e em programas de melhoramento,
(FALEIRO et al., 2011a; 2011b), sem contar, que ha uma valoragdo do germoplasma,

além de fornecer dados necessarios para as agdes de pesquisa e desenvolvimento.
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A aquisicdo de informacdes cientificas por meio da caracterizacdo de acessos de
Passiflora spp. baseada em descritores morfoagrondmicos, permite a valoragéo, a
conservagdo e o uso de uma biodiversidade, com o intuito de acessar novas fontes
potenciais de variabilidade genética, orientar e aumentar a eficiéncia do programa de
melhoramento e contribuir para o desenvolvimento de novos materiais.

Alguns estudos tém sido desenvolvidos, objetivando estimar parametros
genéticos e fenotipicos em populagdes e espécies de maracujazeiro, embora, ainda se
tenham poucas informacdes disponiveis (GONCALVES et al., 2009; SILVA et al.,
2009). Nesse sentido, objetivou-se, nesse trabalho, estimar parametros genéticos e
caracterizar espécies do género Passiflora com base em caracteristicas

morfoagrondmicas quantitativas.

4.2 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado na Unidade de Apoio da Fruticultura e no Laboratorio de
Andlises de Alimentos da Embrapa Cerrados, em Planaltina-DF. O delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado com 15 tratamentos (acessos) (Tabela 1) e
quatro repeticoes, totalizando 60 parcelas experimentais, sendo que cada parcela foi

constituida por 12 estruturas (flores ou frutos).

Tabela 1. Descri¢do dos tratamentos (15 acessos de Passiflora spp.), caracterizados no

estudo, Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2015.

Acesso Espécie Cadigo BAG
1 Passiflora alata Curtis, 1789 CPAC MJ-02-17
2 Passiflora nitida Kunth, 1817 CPAC MJ-01-03
3 Passiflora suberosa L., 1753 CPAC MJ-35-02
4 Passiflora caerulea Lour. ex DC., 1828 CPAC MJ-14-01
5 Passiflora hatschbachii Cervi, 1994 CPAC MJ-50-01
6 Passiflora maliformis Vell., 1831 CPAC MJ-58-01
7 Passiflora quadrangularis x P. alata CPAC MJ-H-44
8 Passiflora sidifolia M. Roem., 1846 CPAC MJ-16-02
9 Passiflora malacophylla Mast., 1872 CPAC MJ-43-01
10 Passiflora alata Curtis, 1789 CPAC MJ-02-09
11 Passiflora alata Curtis, 1789 CPAC MJ-02-19
12 Passiflora quadrangularis Triana & Planch, 1873 CPAC MJ-07-03
13 Passiflora cincinnata Mast., 1868 CPAC MJ-26-03
14 Passiflora alata Curtis, 1789 (BRS Mel do Cerrado)  BRS Mel do Cerrado
15 Passiflora tenuifila Killip, 1927 (BRS Vita) BRS Vita

Foram caracterizados 15 acessos de Passiflora spp. do Banco Ativo de
Germoplasma 'Flor da Paixdo' (BAG). As plantas de cada acesso conservadas in vivo

foram clonadas via estaquia para produgéo das mudas. Oito mudas de cada acesso foram
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cultivadas no campo no sistema de espaldeira vertical, seguindo as recomendacdes
técnicas da cultura quanto a adubac&o, irrigacéo e controle fitossanitario.

As caracteristicas morfoagronémicos avaliadas foram: comprimento do
androginéforo (CAN), diametro externo da cavidade da corona (DEEC), diametro
interno da cavidade da corona (DIC), comprimento do pedicelo (CPD), comprimento da
antera (CA), largura da antera (LAN), comprimento do ovério (COV), diametro do
ovario (DOV), massa da casca (MCA), massa das sementes (MSE), massa da polpa
(MPO), rendimento de suco (RES), acidez total titulavel (AT) e razdo entre solidos
sollveis e acidez total titulavel (RATIO).

Os dados de comprimento, didmetro e largura, foram obtidos em centimetros
(cm); os dados de massa foram obtidos em gramas (g). Todas as varidveis foram
mensuradas considerando o ter¢co médio de cada planta.

Foi realizada a analise descritiva dos dados de cada acesso (valores maximo e
minimo e a média), com o auxilio do programa Genes (CRUZ, 2013). Os dados obtidos
foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas entre si pelo teste de
Tukey a 1% de significancia.

Foram também estimadas as varidncias Fenotipica (o%), Genética (c%g) €
Ambiental (c%), o Coeficiente de determinacdo (h? %), o Coeficiente de Variacéo
Genético (CVy) e a razdo CVy/CV e (CVy), para cada uma das caracteristicas, com

auxilio do programa Genes (CRUZ, 2013), em que:

“n - - L. M
Variancia fenotipica entre as meédias dos tratamentos - &2 = QMg
;
A . . Mg—-QMe
Variancia genotipica - & = QMg-QMe
r
QMe

Variancia ambiental - &2 =
r

A2
(¢}
Coeficiente de determinacio ao nivel de média - h? (%) = Q—I\jlg 100

\/(ATS 100

Coeficiente de variagdo genético - CVg (%) = —
X

«Q N

Coeficiente de correlacdo relativa - CVr=

Q:)| Q>
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Diante das estimativas variancias e das covariancias fenotipicas, genotipicas e de
ambiente, entre os caracteres dois a dois, foram determinadas as correlacdes fenotipicas,
genotipicas e de ambiente, respectivamente através das seguintes equacdes:

Cov,(X,Y)
JB2(X).62(Y)
Cov, (X,Y)
67 (X).67(Y)

Coeficiente de correlagédo genotipica (rg) - rg =

Coeficiente de correlacéo fenotipica (rf) - re =

Cov,(X,Y)

Coeficiente de correlagdo ambiental (ra) - ra =
62(X).67(Y)

Em que:

Cov,(X,Y), Cov,(X,Y) e Cov,(X,Y)= Estimadores da covariancia
genotipica, fenotipica e ambiental, respectivamente, entre dois caracteres X e Y

6§(X), 62(X) e &2(X)= Estimadores da variancia genotipica, fenotipica e
ambiental, respectivamente, do carater X;

6§(Y), 6:(Y) e 62(Y) = Estimadores da variancia genotipica, fenotipica e

ambiental, respectivamente, do carater Y.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A caracterizagdo dos 15 acessos de Passiflora spp., com base nos 14 descritores
quantitativos de flor e fruto, mostrou a variabilidade genética dos materiais. Essa
variabilidade é evidenciada pela amplitude dos valores maximo, minimo e médio dos
caracteres estudados (Tabela 2). A varidvel massa da casca (MCA) foi a caracteristica
que apresentou a maior amplitude com o valor méaximo de 1211,75 g e o valor minimo
de 0,27 ¢g. Esta amplitude indica que esse descritor € de grande importancia para
diferenciacdo das espécies de Passiflora spp. estudadas nesse trabalho.

A variavel massa da polpa (MPO) também apresentou alto valor maximo de
230,25 g e valor minimo de 0,13 g, apresentando alta amplitude entre os valores
observados, sendo também um descritor de importancia na discriminacdo das espécies
de Passiflora spp. Os dois descritores que apresentaram maior amplitude dos valores
observados sdo caracteristicas dos frutos, indicando que o fruto é uma parte

indispensavel na caracterizacédo e diferenciacdo das espécies. Além disso, os frutos sdo
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as principais estruturas normalmente utilizadas na exploracdo comercial das diferentes

espécies do género Passiflora.

Tabela 2. Analise de variancia, parametros genéticos e comparacdo das medias das
caracteristicas das flores comprimento do androginéforo (CAN) em cm, didmetro
externo da cavidade da corona (DEEC) em cm, diametro interno da cavidade da corona
(DIC) em cm, comprimento do pedicelo (CPD) em cm, comprimento da antera (CA) em
cm, largura da antera (LAN) em cm, comprimento do ovario (COV) em cm e diametro

do ovario (DOV) em cm de 15 acessos de Passiflora spp.

Acessos / Parametros genéticos CAN DEEC DIC CPD CA LAN cov DOV

1 188c 1,79d 060e 270j 125b 0,70b 090e 064c
2 124e 156f 058e 551c 1,07d 050e 069g 0,55d
3 040j 059k 020i 093m 020h 011h 020j 020i
4 111fg 1,26h 0429 4,18f 1,00cd 050e 0,80f 0,42f
5 365a 129h 049f 7,88a 1,39a 029g 059h 0,39f
6 106gh 105i 020i 452e 110cd 041f 0090e 066¢
7 202b 248a 066d 311i 104d 063c 107c 065¢
8 1,47d 1449 034h 1,891 074e 012h 059h 0,36g
9 120ef 129h 044fy 352h 063f 030g 066g 055d

10 125e 190c 080c 220k 119bc 0,70b 1,01d 0/56d
11 098hi 188c 091b 347h 140a 080a 090e 0,70b
12 150d 160f 060e 490d 1,12cd 040f 130a 0,70b
13 089i 169e 060e 363h 107d 040f 0,79f 050¢e
14 089i 212b 105a 3,89g 1,07d 059d 120b 0,79a
15 090i 080j 029h 6,98b 04g 030g 030i 029h
Minimo 0,40 0,59 0,20 0,93 0,20 0,11 0,20 0,20
Media 1,36 1,51 0,54 3,95 0,98 0,45 0,79 0,53
Maximo 3,65 2,48 1,05 7,88 1,4 0,80 1,30 0,79
QM 2,25 0,98 0,24™ 1359™ 048" 018" 036" 0,117
Valor F 1289,89 2802,46 810 2621,43 419,54 1977,38 1553,05 1041,05
o’ 0,56 0,24 0,61 3,40 0,12 0,04 0,09 0,03
o 0,56 0,24 0,61 3,40 0,12 0,04 0,09 0,03
o% ~0,00 -~0,00 -~000 -~0,00 -~0,00 -~0,00 ~0,00 ~0,00
h2(%) 99,92 9996 99,88 9996 99,76 9995 99,93 99,90
raa 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99
CVe (%) 3,07 1,24 3,18 1,82 3,42 2,10 1,93 1,96
CVy(%) 55,08 32,72 4521 46,60 3498 46,67 38,09 31,66
CV: 1795 26,46 1422 2560 1023 2223 19,70 16,12

Acessos: 1. P. alata (CPAC MJ-02-17), 2. P. nitida (CPAC MJ-01-03), 3. P. suberosa (CPAC MJ-35-
02), 4. P. caerulea (CPAC MJ-14-01), 5. P. hatschbachii (CPAC MJ-50-01), 6. P. maliformis (CPAC
MJ-58-01), 7. P. quadrangularis x P. Alata (CPAC MJ-H-44), 8. P. sidifolia (CPAC MJ-16-02), 9. P.
malacophylla (CPAC MJ-43-01), 10. P. alata (CPAC MJ-02-09), 11. P. alata (CPAC MJ-02-19), 12. P.
quadrangularis (CPAC MJ-07-03), 13. P. cincinnata (CPAC MJ-26-03), 14. P. alata BRS Mel do
Cerrado, 15. P. tenuifila BRS Vita. Legenda: Quadrado Médio (QM) Variancias Fenotipica (c%), Genéticas (c%) e

Ambiental (c%), Coeficiente de Determinacdo (h? %), Acurécia (rAA), Coeficiente de variagio experimental (CVe), Coeficiente de
Variagdo Genético (CV,) e razdo CVy/CV, (CV;). ™ Diferenca altamente significativa pelo teste F da analise de variancia. As médias
seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade de erro.
Faleiro et al. (2008) avaliaram a massa da casca, da polpa, da semente, da
espessura da casca e acidez em espécies silvestres e comerciais, observaram diversidade

genética para todas as caracteristicas. A espessura da casca € utilizada como critério de
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qualidade visando ao aumento do espaco na camara interna do fruto de maracuja
(cavidade ovariana). Normalmente, os trabalhos de melhoramento genético sdo
direcionados para o aumento do tamanho do fruto de maneira inversamente
proporcional a espessura da casca (Medeiros et al., 2009), embora, em algumas
situacBes, uma maior espessura da casca pode indicar maior tolerancia a doencas,
principalmente aquelas importantes na pds-colheita do maracuja.

Outra varidvel muito importante € o comprimento do androgindforo (CAN),
principalmente do ponto de vista do melhoramento. Esta caracteristica apresentou um
valor médio de 1,36 cm. Segundo Junqueira et al., (2006), deve-se buscar a reducédo
desta variavel, pois, quanto menor a distancia do estigma em relagdo a corona, maior
sera a possibilidade de polinizacdo por insetos menores, facilitando assim a etapa de
polinizacdo do maracuja. As abelhas africanas sdo consideradas pragas da cultura do
maracujazeiro-azedo porque elas pegam o poélen e nao realizam a polinizacdo cruzada
em flores com maior tamanho do androginéforo. A reducdo do comprimento do
androginoforo poderia transformar uma praga em um potencial agente polinizador.

Analises de variancia revelaram diferencas altamente significativas entre os 15
acessos, evidenciando a existéncia de variabilidade genética dos acessos analisados
quanto as caracteristicas de flores e frutos (Tabela 2 e 3). Considerando os descritores
de flor, o acesso CPAC MJ-50-01 apresentou as maiores médias do comprimento do
androginéforo (CAN) (3,65 cm), do comprimento do pedicelo (CPD) (7,88 cm) e do
comprimento da antera (CA) (1,39 cm) diferindo estatisticamente dos demais acessos.
Enquanto o acesso CPAC MJ-35-02 apresentou 0 menor valor do comprimento do
androginoforo (CAN), podendo ser uma espécie muito interessante para o
melhoramento, quando busca-se a reducdo dessa estrutura, que segundo Junqueira et al.
(2006) é muito importante no que tange a polinizacdo por insetos menores.

O acesso CPAC MJ-H-44 apresentou a maior média da variavel diametro
externo da cavidade da corona (DEEC), sendo de 2,48 cm. Esse acesso apresentou uma
heterose em relacdo aos genitores, quanto ao tamanho da cavidade da corona, se
mostrando superior aos parentais. A maior média de diametro interno da cavidade da
corona (DIC) foi apresentada pelo acesso P. alata BRS Mel do Cerrado de 1,05 cm.

Quanto a largura da antera (LAN), o acesso CPAC MJ-02-19 apresentou 0 maior
valor médio de 0,80 cm. Essa pode ser uma caracteristica importante, porque esta
relacionada com a superficie na qual o polen fica aderido; assim como o0 comprimento

da antera (CA). Em conjunto, a LAN e o CA compdem a area da antera. Enguanto, as
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variaveis comprimento do ovéario (COV) e diametro do ovério (DOV) tiveram as
maiores médias expressas pelos acessos CPAC MJ-07-03 (1,30 cm) e o acesso P. alata
BRS Mel do Cerrado (0,79 cm), respectivamente.

Quanto aos descritores do fruto, o acesso CPAC MJ-07-03, apresentou 0s
maiores valores médios para as variaveis massa da casca (MCA) (1211,75 g), massa das
sementes (MSE) (21,54 g) e massa da polpa (MPO) (230,25 g) (Tabela 3).

Tabela 3. Analises de variancia, parametros genéticos e comparacdo das médias das
caracteristicas dos frutos massa da casca (MCA) em gramas, massa das sementes (MSE)
em gramas, massa da polpa (MPO) em gramas, rendimento de suco (RES) em
porcentagem, acidez total titulavel (AT) e razdo entre sdlidos solUveis e acidez total

titulavel (RAT) de 15 acessos de Passiflora spp.

Acessos /Parametros genéticos MCA MSE MPO RES AT RAT
1 183,94 b 5,02 f 20,68 d 0,14 k 7,15e  2,04de
2 39,96 g 1,61h 4,00i 7,80 h 401g 1,75de
3 0,27 j 0,15] 0,13 26,31¢  3,05h 3,76 ¢
4 15,58 0,85i 3,00i 16,66 € 1,65j 3,94 bc
5 23,92 h 3,43 g 16,59 ¢ 39,81b 38,89b 0,36gh
6 24,20 h 5,64 ¢ 31,05b 25,05d 3,66g 0,97fg
7 115,02 e 712c 12,01 ¢ 7,42 h 1,81j 8,84a
8 3,76 j 1,39h 9,20 h 4212 a 2,67i 4,48b
9 4,43 ] 0,27 0,91]j 16,68¢€ 6,46f 0,42gh
10 96,29 f 561e 15,00 f 6,06 i 7,19e  1,99de
11 133,00 d 9,00b 24,33 ¢ 13,07g 6,28 f 2,31d
12 1.211,75a 2154 a 230,25 a 15,47 f 12,04c¢ 0,83 fgh
13 0,49 j 6,55d 24,13¢c  2545cd 48,15a 0,20h
14 149,60 ¢ 5,63¢e 21,07d 13,70g 11,10d 1,40ef
15 12,40 1,44 h 0,26 1,40 152j  449b
Minimo 0,27 0,15 0,13 0,14 1,52 0,20
Média 134,31 5,02 27,51 17,14 10,37 2,52
Maximo 1211,75 21,54 230,25 42,12 48,15 8,84
oM 370670,98™ 114,42 12979,65™ 636,13 777,90 20,96™
Valor F 136760,12 15011,90 74928,70 6678,27 50462,05 367,73
o’ 92667,74 28,61 324491 159,03 194,48 5,24
o2 92667,07 28,60 3244,87 159,01 194,47 5,22
o% 0,68 ~0,00 0,04 0,02 ~0,00 0,01
h? (%) 99,99 99,99 99,99 99,98 99,99 99,73
raa 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99
CVe (%) 1,22 1,74 1,51 1,80 1,20 9,48
CVq (%) 226,65 106,58 207,07 73,55 134,42 90,75
CV, 184,90 61,26 136,86 40,86 112,32 9,58

Acessos: 1. P. alata (CPAC MJ-02-17), 2. P. nitida (CPAC MJ-01-03), 3. P. suberosa (CPAC MJ-35-
02), 4. P. caerulea (CPAC MJ-14-01), 5. P. hatschbachii (CPAC MJ-50-01), 6. P. maliformis (CPAC
MJ-58-01), 7. P. quadrangularis x P. Alata (CPAC MJ-H-44), 8. P. sidifolia (CPAC MJ-16-02), 9. P.
malacophylla (CPAC MJ-43-01), 10. P. alata (CPAC MJ-02-09), 11. P. alata (CPAC MJ-02-19), 12. P.
quadrangularis (CPAC MJ-07-03), 13. P. cincinnata (CPAC MJ-26-03), 14. P. alata BRS Mel do

Cerrado, 15. P. tenuifila BRS Vita. Legenda: Valores minimos (Minimo), médios (Média) e maximos (Méximo),
Quadrado Médio (QM) Variancias Fenotipica (c%), Genotipicas (c%) e Ambiental (c%), Coeficiente de Determinagdo (h? %),
Acurécia (rAA), Coeficiente de variagio experimental (CVe), Coeficiente de Variagio Genético (CV,) e razdo CV,/CV. (CV,). ™
Diferenca altamente significativa pelo teste F da analise de variancia. As médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade de erro.
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De acordo com Santos et al. (2009), a espessura da casca do fruto é uma
caracteristica importante do ponto de vista comercial, visto que essa caracteristica esta
fortemente relacionada com o rendimento de suco, promovendo 0 aumento da
porcentagem da polpa. De um lado, o mercado consumidor busca um material com
casca fina e alto rendimento de suco. Do outro lado, acessos com maior espessura de
casca podem ter maior resisténcia ao transporte e a doencas da pds-colheita. A partir da
casca, tem sido possivel a extracdo de pectina e a fabricacdo de farinha com
propriedades funcionais-medicinais, de modo que para tal utilizacdo, acessos com maior
massa de casca podem ser importantes (CAZARIN, et al., 2014).

A maior média de rendimento de suco (RES), foi apresentada pelo acesso CPAC
MJ-16-02 (42,12 %). Greco et al. (2014) avaliando gendtipos de maracujazeiro-azedo,
encontraram media de rendimento da polpa de 38,72%, sendo o valor inferior ao
encontrado no presente estudo para alguns dos acessos de Passiflora spp.

Os maiores valores médios para as variaveis acidez total titulavel (AT) e razdo
entre sélidos sollveis e acidez total titulavel (RATIO), foram apresentados pelos
acessos CPAC MJ-26-03 e CPAC MJ-H-44, sendo (48,15) e (8,84), respectivamente.
Abreu et al. (2009) avaliando caracteristicas fisico-quimicas de cinco genotipos de
maracujazeiro-azedo cultivados no Distrito Federal, encontraram para cultivar BRS
Gigante Amarelo, Ratio de 1,92. As amplitudes de valores de AT e RATIO verificadas
no presente trabalho ilustra a amplitude de sabores das polpas das diferentes espécies.

Os valores da variancia genética de todos os descritores de flor foram baixos,
variando de 0,03 a 3,40, para didmetro do ovario (DOV) e comprimento do pedicelo
(CPD), respectivamente (Tabela 2). Entretanto, as variancias residuais foram proximas
de zero, indicando alta precisdo experimental. Para os descritores de fruto (Tabela 3), as
variancias genéticas foram maiores, variando de 5,22 para razédo entre sélidos sollveis e
acidez total titulavel (RATIO) a 92.667,07 para massa da casca (MCA).

Todas as caracteristicas apresentaram coeficiente de determinacdo acima de 99
%, indicando alta acuracia experimental, o que se deve a baixa interferéncia ambiental e
ao elevado efeito genético sobre tais caracteristicas. A baixa variancia residual se deve
também a alta semelhanca entre os individuos do mesmo acesso avaliados.

A andlise do coeficiente de variacdo genético (CVg) possibilitou a comparacgéo
da variabilidade genética entre os diferentes descritores analisados. Verificou-se que 0s
valores obtidos para o CVg variaram de 31,66 a 226,65; para o diametro do ovario

(DOV) e a massa da casca (MCA), respectivamente; revelando uma alta variabilidade
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genética entre 0s acessos para as caracteristicas avaliadas. Greco et al. (2014),
estimando parametros genéticos de 32 gendtipos de maracujazeiro-azedo, encontraram
valores de CVg que variaram de 0 a 11,39 mostrando uma baixa variabilidade genética
entre os gendtipos analisados para as caracteristicas de fruto.

Todas as caracteristicas de flor (Tabela 2) e fruto (Tabela 3) avaliadas
apresentaram altos valores de CVr, variando de 9,58 para a razdo entre sélidos sollveis
e acidez total tituldvel (RATIO) a 136,86 para a massa da polpa (MPO). Estes valores
elevados para o CVr demonstram um elevado efeito genético e baixo efeito do ambiente
nessas caracteristicas, o que é muito favoravel aos processos de selecéo.

Silva et al. (2012) estimaram pardmetros genéticos associados a onze
caracteristicas agrondmicas de uma populacdo de maracujazeiro-azedo, a partir dos
parametros, observaram a existéncia de variabilidade genética disponivel na populacéo.

Os descritores morfoldgicos utilizados foram capazes de diferenciar os
subgéneros Decaloba e Passiflora, bem como separar de forma clara as espécies
estudadas. Resultado semelhante foi obtido por Tangarife et al. (2009) ao realizarem a
caracterizacdo morfolégica de 21 espécies do género Passiflora, incluindo trés
subgéneros. Este estudo permitiu distinguir os subgéneros de forma semelhante a
classificacdo taxondmica, sendo as variaveis relacionadas a parte floral as que mais
contribuiram para a separacao das espécies.

Viana et al. (2010) utilizaram onze descritores para avaliar seis espécies do
género Passiflora e verificaram ampla variagdo morfolégica inter e intraespecifica,
obtendo clara separacdo das espécies. A caracterizacdo morfolégica € uma fase
fundamental em programas de melhoramento, visto que possibilita conhecer o
germoplasma e permite estimar a variabilidade genética (MARIN et al., 2009). Estas
informacBes possibilitam ao melhorista explorar a diversidade, podendo realizar
cruzamentos visando a introgressdo de genes favoraveis encontrados em espécies
silvestres, como por exemplo, a reducdo do androginéforo (JUNQUEIRA et al., 2006)
por intermédio de cruzamento interespecifico. Neste caso, deve-se ressaltar que, para
gue haja sucesso nos cruzamentos interespecificos, o0 melhorista deve procurar acessos
gue estejam mais proximos geneticamente, sendo possivelmente compativeis.

Com relacéo as estimativas dos coeficientes de correlagdo fenotipica, genotipica
e ambiental, entre pares de variaveis (Tabela 4), verificou-se que as correlagdes
fenotipicas e genotipicas foram bem similares, indicando alta herdabilidade das

caracteristicas avaliadas e baixa influéncia ambiental. Resultado similar foi observado

122



por Oliveira et al. (2011), estudando estimativas de correlacdes genotipicas e fenotipicas

em germoplasma de maracujazeiro.

Tabela 4. Coeficientes (C) de correlagdo fenotipica (rf), genotipica (rg) e ambiental (ra)

das caracteristicas comprimento do androginoforo (CAN), didmetro externo da cavidade

da corona (DEEC), diametro interno da cavidade da corona (DIC), comprimento do

pedicelo (CPD), comprimento da antera (CA), largura da antera (LAN), comprimento

do ovario (COV), didmetro do ovario (DOV), massa da casca (MCA), massa das

sementes (MSE), massa da polpa (MPO), rendimento de suco (RES), acidez total

titulavel (AT) e razdo entre sdlidos solUveis e acidez total titulavel (RAT) de 15 acessos

de Passiflora spp.

Caracteristicas

Caracteristicas C “5EE="Di1c CPD CA LAN COV DOV MCA MSE MPO RES AT RAT
r 022 005 048 051 003 011 003 007 010 008 028 040 -004

CAN , 022 005 049 051 003 011 003 007 010 008 028 040 -0,04
. -001 -022 -0,06 -009 -0,12 -006 -011 022 -008 -0,10 -0,20 0,02 -0,09

rr 083 -0,18 063 074 078 074 019 041 012 -032 009 019

DEEC fy 0,83 -0,18 063 074 078 074 019 041 012 -032 009 019
fa 008 -013 -016 010 036 027 -0,09 026 -0,02 002 010 010

rr 20,07 060 076 069 072 021 039 013 -037 015 -012

DIC e 007 060 076 069 072 021 039 013 -037 015 -0,12
fa 017 008 045 007 002 -006 007 002 -002 010 0,40

rr 025 -0,07 -006 001 010 008 014 -000 033 -026

CPD fy 025 -007 -006 -001 010 008 014 -0,00 033 -026
fa 001 006 -009 -006 012 006 002 015 -000 0,06

r 070 069 066 022 045 023 -0,06 034 -030

CA fy 071 069 066 022 045 023 -0,06 034 -030
o 019 -028 -010 -013 -003 -021 000 -0,05 0,08

f 066 074 010 032 002 -065 -011 0,04

LAN fy 066 074 010 032 002 -0,65 -0,11 0,04
o 002 012 -014 -007 -002 -0,08 -0,11 0,46

f 090 058 073 055 -028 004 -013

cov fy 090 058 073 055 -028 004 -0,13
o 087 -005 -018 -0,01 0,0 -001 0,30

f 041 060 038 -038 -0,03 -022

DOV fy 041 060 038 -038 -0,03 -022
o 002 -005 001 004 -010 045

fr 090 098 -0,15 -0,00 -0.18

MCA fy 023 -014 -0,03 -014 0731
fa 023 -014 -0,03 -014 031

rr 092 -014 016 -0.18

MSE fy 092 -014 016 -0,18
fa 0,10 003 -019 0,05

rr 20,02 010 -026

MPO fy 2002 010 -0,26
fa 018 003 0,02

rr 042 -021

RES fy 042 -021
fa -0,09 0,07

r -0,52

AT Iy -0,52
o -0,36
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A variavel comprimento do androginoforo (CAN) apresentou correlagdes baixas
com as demais caracteristicas avaliadas. O didmetro externo da cavidade da corona
(DEEC) apresentou alta correlagao fenotipica (0,83) e genotipica (0,83) com o didmetro
interno da cavidade da corona (DIC), indicando que as caracteristicas referentes a
corona podem estar ligadas e podem ser caracteres importantes na diferenciacdo dos
acessos de Passiflora spp.

As caracteristicas comprimento do ovério (COV) e diametro do ovério (DOV)
apresentaram alta correlacdo fenotipica (0,83) e genotipica (0,90), indicando que as
variaveis referentes as medidas do ovario estdo ligadas, quanto maior o comprimento do
ovario maior serd o seu didmetro. A alta e positiva correlacdo ambiental (0,87) entre
estas duas caracteristicas indica que eventuais mudangas no ambiente favorescem
igualmente as duas caracteristicas.

A massa da casca (MCA) e a massa das sementes (MSE) apresentaram alta
correlacdo fenotipica (0,90) e genotipica (0,90), indicando que quanto maior a massa da
casca, maior a massa de sementes por fruto. A MSE e a massa da polpa (MPO)
apresentaram alta correlacdo fenotipica (0,92) e genotipica (0,92), indicando que quanto
maior a massa das sementes por fruto, maior a quantidade de polpa produzida por
aquele fruto. Essas trés varidveis juntas compdem a massa fresca do fruto (MCA, MSE
e MPO), por isso a alta magnitude de correlagdo entre elas.

Negreiros et al. (2007), em estudos sobre a relacdo entre caracteristicas fisicas e
o rendimento de polpa de maracuja-azedo, observaram que a massa da polpa (suco +
sementes) promoveu maior influéncia na massa fresca do fruto, do que outras variaveis.
Segundo Santos et al. (2009), a massa da casca dos frutos pode ser influenciada pelos
acesos, pelas classes de fruto e os acessos possuem desempenhos distintos quanto a

massa da casca.

4.4 CONCLUSAO

Houve diferenca significativa entre os acessos de Passiflora spp. para todas as
caracteristicas de flores e frutos avaliadas.

Os pardmetros genéticos avaliados demonstraram alta precisdo e acuracia
experimental, além de elevado efeito genético e baixo efeito ambiental sobre as

caracteristicas de flores e frutos avaliadas.
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VARIABILIDADE GENETICA DE Passiflora spp. BASEADA EM
MARCADORES ISSR E RAPD

Resumo: Neste trabalho, objetivou-se caracterizar e quantificar a variabilidade genética
intra e interespecifica de 15 acessos de Passiflora spp., utilizando marcadores
moleculares ISSR e RAPD. O estudo foi realizado no Laboratorio de Biologia
Molecular da Embrapa Cerrados. Para obtencdo do DNA dos acessos de Passiflora spp.,
coletou-se folhas jovens para extragdo do mesmo. Foram obtidos 146 marcadores ISSR
e 271 RAPD, a partir dos quais foram estimadas dissimilaridades genéticas entre os
acessos. A matriz de dissimilaridade genética foi empregada para realizar anélises de
agrupamento por meio de dendrograma, utilizando o método da ligacdo média entre
grupos usando médias ndo ponderadas (UPGMA) como critério de agrupamento, e a
dispersdo grafica baseada em escalas multidimensionais, usando o método das
coordenadas principais. Houve uma correlacdo significativa de 0,56 entre as distancias
genéticas estimadas com base nos marcadores ISSR e RAPD. A caracterizacdo baseada
em marcadores demonstrou elevada variabilidade genética e diferenciagdo dos acessos,
com tendéncia de agrupamento dos acessos e hibridos da mesma espécie.

Palavras-chave: marcadores moleculares, genética molecular, maracuja
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GENETIC VARIABILITY OF Passiflora spp. BASED on ISSR and RAPD
MARKERS

Abstract: This study aimed to characterize and to quantify the intra and interspecific
genetic variability of Passiflora spp. accessions, using ISSR and RAPD molecular
markers. The study was carried out at the Embrapa Cerrados Molecular Biology
Laboratory. To obtain the DNA of Passiflora spp. Accessions, young leaves were
collected for extraction. They were obtained 146 ISSR and 271 RAPD markers. They
were used to estimate genetic dissimilarities among the accessions. The genetic
dissimilarity matrices was used to perform cluster analysis by dendrogram using the
Unweighted Pair-Group Method as grouping criterion and by graphic dispersion based
on multidimensional scaling, using the principal coordinates method. There was a
significant correlation of 0.56 between the genetic distances estimated based on ISSR
and RAPD markers. The molecular markers characterization showed high genetic
variability and adequate accessions differentiation. There was a clustering tendency of
accessions and hybrids of the same species.

Key words: molecular markers, molecular genetics, passion fruit

130



5.1 INTRODUCAO

Admite-se que varios grupos de plantas foram os ancestrais do género
Passiflora, e tenham-se originado em regides da Africa, a partir da qual foram dispersos
para Europa e Asia e tenham-se diversificado a partir da chegada & América Central
(MUSCHNER et al., 2012).

O género Passiflora é considerado como o0 mais representativo da familia
Passifloraceae, com cerca de 500 espécies, a maioria das quais tem como centro de
origem a America Tropical, das quais 139 estdo dispersas no territorio brasileiro,
colocando o Brasil, especificamente a Regido Centro Norte do Pais entre os principais
centros de diversidade genética do género (BERNACCI et al., 2008; BERNACCI et al.,
2013).

Com o avanco da biotecnologia moderna, ferramentas estdo sendo cada vez mais
usadas e aprimoradas para auxiliar as atividades de pesquisa agropecuaria, a exemplo
dos marcadores de DNA. Tais avancos vém potencializando a incorporagdo desses
marcadores na rotina dos programas de melhoramento genético com diferentes
aplicacdes nas diferentes etapas e fases dos programas. Nas etapas de caracterizacdo de
germoplasma, os marcadores moleculares apresentam diferentes aplicacdes praticas
complementando as informacbes das caracteristicas morfoldgicas e agrondémicas
(FALEIRO et al., 2008). Uma grande vantagem dos marcadores moleculares é a
investigacao direta das caracteristicas genotipicas, 0 que permite a deteccdo de variacdo
ao nivel de DNA, excluindo, portanto, influéncias ambientais.

Em comparagdo com outras culturas agricolas, relativamente pouco se sabe
sobre a diversidade genética dentro e entre espécies de passiflora com potencial
comercial. A caracterizacdo desse valioso germoplasma é um passo importante para o
uso pratico dos recursos genéticos em programas de melhoramento e para diversificar os
sistemas de producdo. A caracterizacdo do germoplasma de maracuja utilizando
marcadores moleculares para complementar as avaliagdes agronbmicas € essencial e
uma das demandas para as atividades de pesquisa (FALEIRO et al., 2006).

O ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) revela o polimorfismo multiloco com a
utilizacdo de apenas um primer, ancorado ou sem ancora, baseado em regides SSRs
(Simple Sequence Repeats). O polimorfismo observado pode ser utilizado na inferéncia
da diversidade genética e no estudo evolutivo e taxondmico (REDDY et al., 2002;
ISSHIKI et al., 2008).
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O Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD) tem se mostrado
eficiente na identificagdo e na quantificacdo da variabilidade genética em diversos
grupos de plantas, motivo pelo qual vem sendo usado como ferramenta auxiliar em
programas de caracterizacdo e uso de recursos genéticos e programas de melhoramento
(FALEIRO, 2007).

Para que haja exploracdo de todo o potencial das espécies silvestres de
maracujazeiro € necessario o envolvimento da pesquisa basica nas éareas de
caracterizacdo dos recursos genéticos e pesquisa aplicada voltada para o melhoramento.
Para maximizar o sucesso do pré-melhoramento € essencial haver integracdo das etapas
com as atividades e demandas dos programas de melhoramento e pds-melhoramento.
Sendo assim, é indispensavel o conhecimento abrangente da variabilidade genética
intraespecifica disponivel para o melhoramento (FALEIRO et al.,, 2011a). Nesse
sentido, objetivou-se, nesse estudo, caracterizar e quantificar a variabilidade genética de
importantes acessos de Passiflora spp., utilizando marcadores moleculares ISSR e
RAPD.

5.2 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratorio de Genetica e Biologia Molecular da
Embrapa Cerrados. Foram utilizados 15 acessos de Passiflora spp. do Banco Ativo de
Germoplasma 'Flor da Paixdo' (BAG), que estdo sendo avaliados a campo quanto as

caracteristicas de interesse para 0 melhoramento genético do maracujazeiro (Tabela 1).

Tabela 1. Descricdo dos 15 acessos de Passiflora spp. caracterizados no estudo,
Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2015.

Acesso Espécie Cddigo BAG
1 Passiflora alata Curtis, 1789 CPAC MJ-02-17
2 Passiflora nitida Kunth, 1817 CPAC MJ-01-03
3 Passiflora suberosa L., 1753 CPAC MJ-35-02
4 Passiflora caerulea Lour. ex DC., 1828 CPAC MJ-14-01
5 Passiflora hatschbachii Cervi, 1994 CPAC MJ-50-01
6 Passiflora maliformis Vell., 1831 CPAC MJ-58-01
7 Passiflora quadrangularis x P. alata CPAC MJ-H-44
8 Passiflora sidifolia M. Roem., 1846 CPAC MJ-16-02
9 Passiflora malacophylla Mast., 1872 CPAC MJ-43-01
10 Passiflora alata Curtis, 1789 CPAC MJ-02-09
11 Passiflora alata Curtis, 1789 CPAC MJ-02-19
12 Passiflora quadrangularis Triana & Planch, 1873 CPAC MJ-07-03
13 Passiflora cincinnata Mast., 1868 CPAC MJ-26-03
14 Passiflora alata Curtis, 1789 (BRS Mel do Cerrado)  BRS Mel do Cerrado
15 Passiflora tenuifila Killip, 1927 (BRS Vita) BRS Vita
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A metodologia de extracdo de DNA foi a do CTAB, com algumas modificacdes
(FALEIRO et al., 2003). O tecido vegetal fresco foi macerado com auxilio de um bastdo
de vidro e, em seguida, foram adicionados em cada amostra, 450 pulL de tampdo
contendo Tris-HCI 100 uM (pH 8,3), CTAB 7%, EDTA 20 mM, NaCl 1,4 M. As
amostras seguiram para banho-maria a 65 °C, por 30 minutos.

A desproteinizacéo foi realizada adicionando-se 400 uL de solugdo cloroformio:
alcool isoamilico (24:1); em seguida, as amostras foram agitadas para a formacgédo de
uma emulsdo e, na sequéncia, centrifugadas a 5.000 rpm por cinco minutos, retirando-
se, aproximadamente, 200 puL do sobrenadante que foi colocando em microtubos do tipo
eppendorf de 2 mL.

Foram adicionados ao sobrenadante 200 pL de isopropanol gelado (5 °C),
invertendo-se 0s microtubos para promover a precipitacdo do DNA. Em sucessdo, 0s
tubos foram colocados na geladeira, permanecendo por 30 minutos e, em continuidade,
os tubos foram centrifugados a 7.000 rpm, por dez minutos, descartando-se o
sobrenadante. O pellet formado foi lavado, por duas vezes, com 200 uL de etanol a 70%
e secado na temperatura do ar ambiente. Apds completamente seco, o pellet foi
ressuspendido em 100 pL de agua Milli Q, contendo RNAse na concentragdo de 40
puL/mL.

A quantidade de DNA foi estimada por espectrofotometria a 260 nm (A260), e a
relacdo Aozeo/Azgo foi utilizada para avaliar a pureza e a qualidade das amostras
(SAMBROOCK et al., 1989). As amostras de DNA de cada acesso foram diluidas para
5 ng/uL. Inicialmente, foram testados 18 primers ISSR e 14 primers decAmeros RAPD
(Tabela 2).

As reacOes de amplificacdo para o ISSR foram efetuadas em um volume total de
13 uL, sendo: 4,9 pL de agua Milli Q, 1,3 pL de tampao, 0,39 puL de MgCl, 50 mM;
0,26 pL dos desoxiribonucleotidios (dATP, dTTP, dGTP e dCTP) 10 uM; 1,95 uL de
um iniciador (Operon Technologies Inc., Alameda, CA, EUA) 2 uM; 0,2 puL da enzima
Tag DNA polimerase (1 unidade) e 3 uL de DNA (15 ng).

As reacOes de amplificagdo para a obtencdo de fragmentos RAPD foram
efetuadas em um volume total de 13 pL, sendo: 6,29 pL de dgua Milli Q, 1,3 pL de
tampéo 1x (Invitrogen), 0,78 uL de MgCl2 50 mM; 0,13 pL dos desoxiribonucleotidios
(dATP, dTTP, dGTP e dCTP) 10 uM; 1,3 uL de um iniciador (Operon Technologies
Inc., Alameda, CA, EUA) 2 uM; 0,2 uL da enzima Taq DNA polimerase (1 unidade) e
3 uL de DNA (15 ng).
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Tabela 2. Primers testados e utilizados para obtencdo dos marcadores ISSR e RAPD,
para 15 acessos de Passiflora spp., sequéncia 5°’—3’ ¢ o nimero de bandas polimorficas
(BP). Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2015.

Primer ISSR Sequéncia 5°—3’ BP  Primer RAPD Sequéncia 5°—3’ BP
1-TriAAG3’RC  AAGAAGAAGAAGAAG - “1-OPD-07 TTGGCACGGG 27
2-TriACA3’RC  ACAACAACAACAACA - “2-OPD-10 GGTCTACACC 42
3-RriCAA3’RC  CAACAACAACAACAA - 3-OPD-16 AGGGCGTAAG -
4-TriAAC3’RC  AACAACAACAACAAC - “4-OPE-16 GGTGACTGTG 33
“5-TriAGC3’RC  AGCAGCAGCAGCAGC 26 5-OPE-18 GGACTGCAGA -
6-TriAGG3’RC  AGGAGGAGGAGGAGG - “6-OPE-20 AACGGTGACC 45
“7-TriCAG3’RC CAGCAGCAGCAGCAG 41 “7-OPF-01 ACGGATCCTG 32
“8-DiGA5’C CGAGAGAGAGAGAGA 27 8-OPF-17 AACCCGGGAA -
9-DiCA3’YG CACACACACACACAC - 9-OPG-01 CTACGGAGGA -
10-DiCA5°CR CACACACACACACAC - *10-OPG-05 CTGAGACGGA 33
11-DiGT3’YG  GTGTGTGTGTGTGTG - "11-0OPG-08 TCACGTCCAC 22
12-DiCA3°G CACACACACACACAC - 12-OPH-04 GGAAGTCGCC -
*13-DiGA3°C GAGAGAGAGAGAGAG 24 13-OPH-16 TCTCAGCTGG -
14-DiGA5’CY  AGAGAGAGAGAGAGA - *14-OPH-17 CACTCTCCTC 37
*15-DiGT5’CY  GTGTGTGTGTGTGTGT 28
16-DiGA3’YC  GAGAGAGAGAGAGAG -
17-DiGA3’T GAGAGAGAGAGAGAG -
18-DICA3’RG =~ CACACACACACACAC -

Total 146 Total 271

" Primers selecionados e utilizados para gerar os marcadores ISSR e RAPD, nos 15 acessos de Passiflora spp.

A partir desses testes, foram selecionados e utilizados cinco primers para
obtengdo de marcadores ISSR e oito para obtencdo de marcadores RAPD, que geraram
maior quantidade de bandas polimdrficas e apresentaram melhor qualidade das
amplificacdes (Tabela 2).

Para ISSR as amplificacbes foram realizadas em termociclador, no qual as
amostras foram inicialmente, desnaturadas a 94 °C por 2 min, seguidos de 37 ciclos,
iniciando-se com 15 segundos a 94 °C; em seguida 30 segundos a 47 °C e
posteriormente 72 °C por 1 minuto; ao final de todos os ciclos o processo foi finalizado
por 7 minutos a 72 °C e resfriado a 4 °C.

As amplificagbes para obtencdo de marcadores RAPD foram efetuadas em
termociclador programado para 40 ciclos, cada um composto pela seguinte sequéncia:
15s5a94°C,30sa35°C e 90sa72°C. Concluidos os 40 ciclos, foi feita uma etapa de
extensdo final de seis minutos a 72 °C, e finalmente, a temperatura foi reduzida para 4
°C.

Apos a amplificagdo, foram adicionados, a cada amostra, 3 pl de uma mistura de
azul de bromofenol (0,25%) e glicerol (60%) em &gua. Essas amostras foram aplicadas
em gel de agarose (1,2%), corado com brometo de etidio, submerso em tampdo TBE

(Tris-Borato 90 mM, EDTA 1 mM). A separacdo eletroforética foi de,
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aproximadamente, quatro horas, a 90 volts. Ao término da corrida, os geéis foram
fotografados sob luz ultravioleta.

Os marcadores ISSR e RAPD gerados foram convertidos em uma matriz de
dados binarios, a partir da qual foram estimadas a dissimilaridade genética entre os
diferentes gendtipos, com base no complemento do coeficiente de similaridade de Nei e
Li (NEI e L1, 1979), utilizando o Programa Genes (CRUZ, 2013).

A similaridade genética (SG) foi dada por: Sgij = 2Nij/(Ni + Nj), onde: Nij é o
numero de bandas presentes em ambos 0s gendtipos i e j; Ni e Nj é o nimero de bandas
presentes no genotipo i e j, respectivamente; e, subtraido o valor de SG da unidade (1 -
SG), foi obtida a dissimilaridade genética.

A matriz de dissimilaridade genética foi empregada para realizar analises de
agrupamento por meio de dendrograma, utilizando o método do UPGMA (Unweighted
pairgroup method arithmetic average) (SNEATH e SOKAL, 1973) como critério de
agrupamento, e a dispersdo grafica baseada em escalas multidimensionais, usando o
método das coordenadas principais, com auxilio do Programa SAS (SAS Institute Inc.,
2008) e Statistica (STATSOFT Inc., 2005).

Foi realizada a analise descritiva das estimativas de distancias genéticas obtidas
com base nos marcadores RAPD e ISSR (valores minimo e maximo, média e o
coeficiente de varia¢do), com o auxilio do programa Genes (CRUZ, 2013). Correla¢des
de Pearson entre as estimativas de distancias genéticas obtidas com base nos marcadores
ISSR e RAPD foram também calculadas.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise dos 15 acessos de Passiflora spp., por meio do uso dos cinco primers,
gerou um total de 146 marcadores ISSR, perfazendo uma média de 29,2 marcadores por
primer. A elevada percentagem de marcadores polimdrficos e a alta média de
marcadores obtida por iniciador demonstrou a alta variabilidade genética existente entre
0s acessos de Passiflora spp. avaliados.

Esse resultado pode ser explicado pela quantidade de acessos utilizados e devido
a estes serem de espécies diferentes, e pela eficiéncia da técnica de ISSR na
quantificacdo da variabilidade para Passiflora spp. Um dos perfis de distribuicdo dos
marcadores ISSR pode ser observado na Figura 1A.
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Figura 1. Gel ilustrando o perfil de distribuicdo dos marcadores ISSR (A) e RAPD (B) para os 15 acessos
de Passiflora spp. usando o primer TriCAG3’RC e OPE-16, respectivamente. Embrapa Cerrados,
Planaltina, DF, 2015.

As distancias variaram de 0,14 a 1,00 (Tabela 3). A distancia maxima (1,00)
estimada com base nos marcadores ISSR foi entre os acessos CPAC MJ-02-09 e CPAC
MJ-43-01, CPAC MJ-07-03 e CPAC MJ-35-02, CPAC MJ-26-03 e CPAC MJ-02-09, e
CPAC MJ-26-03 e CPAC MJ-02-19. A amplitude de valores de distancia genética
evidencia a analise de acessos com diferentes graus de dissimilaridade, como também
foi verificado em outras colegdes avaliadas com base em marcadores ISSR, em P.
setacea (PEREIRA et al., 2015) e em P. edulis (SANTOS et al., 2011).

Tabela 3. Matriz de dissimilaridade genética entre 15 acessos de Passiflora spp.,
calculadas com base no complemento do coeficiente de similaridade de Nei & Li,
utilizando 146 marcadores ISSR. Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2015.

Acessos 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

1 081 086 087 088 093 075 100 09 041 0,39 0,73 096 054 0,89
2 091 o080 078 092 080 071 091 080 080 084 086 082 0,75
3 0,75 0,78 0,77 093 091 088 094 091 100 086 0,94 0,87
4 0,70 0,77 092 067 090 09 089 080 084 085 0,76
5 059 068 0,70 0,74 085 084 0,72 073 089 0,85
6 0,80 0,70 0,74 093 092 084 0,74 092 0,83
7 086 083 065 0,70 081 0,86 0,74 0,91
8 095 09 093 085 084 093 084
9 1,00 092 09 053 0,72 0,93
10 0,14 0,67 1,00 045 0,92
11 0556 1,00 0,49 0,96
12 1,00 0,75 0,94
13 0,88 0,87
14 0,88

Legenda: 1. P. alata (CPAC MJ-02-17), 2. P. nitida (CPAC MJ-01-03), 3. P. suberosa (CPAC MJ-35-02), 4. P. caerulea (CPAC
MJ-14-01), 5. P. hatschbachii (CPAC MJ-50-01), 6. P. maliformis (CPAC MJ-58-01), 7. P. quadrangularis X P. Alata (CPAC MJ-
H-44), 8. P. sidifolia (CPAC MJ-16-02), 9. P. malacophylla (CPAC MJ-43-01), 10. P. alata (CPAC MJ-02-09), 11. P. alata (CPAC
MJ-02-19), 12. P. quadrangularis (CPAC MJ-07-03), 13. P. cincinnata (CPAC MJ-26-03), 14. P. alata BRS Mel do Cerrado, 15. P.
tenuifila BRS Vita.
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Analises de agrupamento e dispersdo grafica evidenciaram a divergéncia entre
0s acessos (Figura 2). Além da divergéncia entre os acessos, as anélises de agrupamento
mostraram a formacgao de cinco grupos de similaridade, considerando como o ponto de
corte a distancia genética média de 0,75, sendo eles, um com os acessos CPAC MJ-02-
17, CPAC MJ-02-09, CPAC MJ-02-19, P. alata BRS Mel do Cerrado, CPAC MJ-07-03
e CPAC MJ-H-44, dois com CPAC MJ-01-03 e P. tenuifila BRS Vita, trés com o
acesso CPAC MJ-35-02, quatro com os acessos CPAC MJ-14-01, CPAC MJ-16-02,
CPAC MJ-50-01 e CPAC MJ-58-01, cinco CPAC MJ-43-01 e CPAC MJ-26-03.
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Figura 2. Andlise de agrupamento e dispersdo grafica de 15 acessos de Passiflora spp., com base na
matriz de dissimilaridade genética calculada utilizando-se 146 marcadores ISSR. O método do UPGMA
foi utilizado como critério de agrupamento. O método das coordenadas principais foi utilizado na anélise
de dispersdo gréafica. O valor do coeficiente de correlagdo cofenética (r) foi de 0,83. Embrapa Cerrados,
Planaltina, DF, 2015. Legenda: 1. P. alata (CPAC MJ-02-17), 2. P. nitida (CPAC MJ-01-03), 3. P. suberosa (CPAC MJ-

35-02), 4. P. caerulea (CPAC MJ-14-01), 5. P. hatschbachii (CPAC MJ-50-01), 6. P. maliformis (CPAC MJ-58-01), 7. P.
quadrangularis X P. alata (CPAC MJ-H-44), 8. P. sidifolia (CPAC MJ-16-02), 9. P. malacophylla (CPAC MJ-43-01), 10. P. alata
(CPAC MJ-02-09), 11. P. alata (CPAC MJ-02-19), 12. P. quadrangularis (CPAC MJ-07-03), 13. P. cincinnata (CPAC MJ-26-03),
14. P. alata BRS Mel do Cerrado, 15. P. tenuifila BRS Vita.

Dentro do grupo um, os acessos CPAC MJ-02-09 e CPAC MJ-02-19, formaram
um subgrupo, e o acesso CPAC MJ-02-17 também ficou muito proximo desse
subgrupo, enquanto que dentro deste subgrupo que engloba os acessos de P. alata, o
acesso P. alata BRS Mel do Cerrado é o mais distante, provavelmente essa pequena
divergéncia em relacdo aos demais acessos de P. alata, foi resultado do processo de
melhoramento sofrido por esse acesso.

O acesso CPAC MJ-H-44 é um hibrido entre um P. alata e um P.
quadrangularis e pela analise dos marcadores ISSR, esse acesso ficou dentro do grupo

um, o qual envolve todos os acessos de P. alata e 0 acesso CPAC MJ-07-03, o que era
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esperado, devido aos acessos que formam o grupo um, serem das mesmas espécies dos
seus genitores.

Com excecdo dos acessos CPAC MJ-02-17, CPAC MJ-02-09 e CPAC MJ-02-19
os demais acessos estdo amplamente distribuidos no grafico de dispersdo (Figura 2). O
coeficiente de correlacdo cofenética do dendrograma foi de boa magnitude (r = 0,83),
evidenciando a consisténcia no ajuste entre a representacdo gréfica da similaridade
genética e a sua matriz original, o que assegura que sejam realizadas inferéncias por
meio da avaliacdo visual do dendograma (Figura 2).

Com base na anélise da técnica molecular RAPD foram obtidos 271 marcadores
com o0s oito primers decameros, perfazendo uma média de 33,89 marcadores por
primer. Na Figura 1B, observa-se um dos perfis de distribui¢do dos marcadores, obtidos
com o primer OPE-16.

As distancias genéticas geradas pelos marcadores RAPD variaram de 0,21 a 0,85
(Tabela 4). Em comparagdo com a técnica ISSR, a RAPD gerou estimativas menores de
distancias genéticas. Os acessos CPAC MJ-02-19 e CPAC MJ-35-02, os que

apresentaram a maior dissimilaridade entre si (0,85).

Tabela 4. Matriz de dissimilaridade genética entre 15 acessos de Passiflora spp.,
calculadas com base no complemento do coeficiente de similaridade de Nei & Li,
utilizando 271 marcadores RAPD. Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2015.

Acessos 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

1 059 0,74 059 o071 0,73 05 0,75 070 061 055 073 065 05 0,64
2 0,74 068 068 067 066 079 0,78 0,73 0,71 0,70 0,70 0,66 0,71
3 066 0,76 078 0,72 0,74 081 083 085 0,70 075 0,79 0,74
4 0,63 068 060 063 073 063 068 0,74 0,70 0,66 0,65
5 065 066 0,73 060 067 072 0,74 068 0,63 0,75
6 0,63 060 069 066 063 068 075 063 0,67
7 0,60 061 051 054 063 066 050 0,67
8 0,71 0,72 064 0,74 0,77 0,65 0,65
9 066 071 065 0,73 0,65 0,65
10 021 0,68 0,67 045 0,67
11 0,66 0,68 048 0,61
12 0,71 061 0,71
13 0,61 0,65
14 0,66

Legenda: 1. P. alata (CPAC MJ-02-17), 2. P. nitida (CPAC MJ-01-03), 3. P. suberosa (CPAC MJ-35-02), 4. P. caerulea (CPAC
MJ-14-01), 5. P. hatschbachii (CPAC MJ-50-01), 6. P. maliformis (CPAC MJ-58-01), 7. P. quadrangularis X P. Alata (CPAC MJ-
H-44), 8. P. sidifolia (CPAC MJ-16-02), 9. P. malacophylla (CPAC MJ-43-01), 10. P. alata (CPAC MJ-02-09), 11. P. alata (CPAC
MJ-02-19), 12. P. quadrangularis (CPAC MJ-07-03), 13. P. cincinnata (CPAC MJ-26-03), 14. P. alata BRS Mel do Cerrado, 15. P.
tenuifila BRS Vita.
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Esses resultados sdo similares aos obtidos por Pio Viana et al. (2003) que
investigando a diversidade genética interespecifica no género Passiflora, observaram
uma grande variabilidade, a qual deve ser explorada nos programas de melhoramento,
principalmente em hibridacdes visando resisténcia as doencas da cultura. Bellon et al.
(2007) estudando a variabilidade genética de acessos silvestres e comerciais de P. edulis
com base em marcadores RAPD, relataram também a alta variabilidade genética
interespecifica no género Passiflora.

A amplitude e as estimativas de distancias genéticas entre acessos de diferentes
espécies sao normalmente maiores que as obtidas entre acessos da mesma espécie.
Cerqueira-Silva et al. (2010a) observaram variages entre 0,07 e 0,42 P. trintae e
Cerqueira-Silva et al. (2010b) observaram variacGes entre 0,12 e 0,19 para P. edulis
Sims. Entretanto, dependendo dos acessos analisados, pode existir grande variabilidade
intra-especifica como a observada por Cerqueira-Silva et al. (2010c), que trabalhando
com P. cincinnata, observaram uma distancia genética entre os genotipos variando de
0,20 a 0,85. Estudos de variabilidade inter e intra-especifica contribuem para a
identificacdo e conservacao da biodiversidade do género e também para a identificacao
de pares de individuos divergentes dentro da mesma espécie para exploragdo maxima da
variabilidade existente.

As distancias observadas no presente trabalho demonstram maior variabilidade
do que o apresentado por Cerqueira-Silva et al. (2010b) estudando acessos da espécie P.
edulis, na qual observaram reduzida variabilidade entre os acessos. Acessos de P. edulis
Ou maracujazeiro-azedo ja foram mais trabalhados do ponto de vista do melhoramento
genético, ou seja, ocorreram mais ciclos de selecdo e recombinacdo, 0 que pode ter
relacdo com o estreitamento da base genética dos materiais estudados.

Os acessos CPAC MJ-35-02 e CPAC MJ-02-19 foram os mais divergentes entre
si (Figura 3), 0 que pode ser observado no dendrograma e no grafico de dispersdo. Além
da divergéncia entre esses dois acessos, as analises de agrupamento mostraram a
formacdo de um grande grupo de similaridade, formado pelos acessos de P. alata, sendo
eles CPAC MJ-02-17, CPAC MJ-H-44, CPAC MJ-02-09, CPAC MJ-02-19 e P. alata
BRS Mel do Cerrado. Castro et al. (2011), estudando a variabilidade genética de
Passiflora spp. em plantios comerciais do Distrito Federal, observaram que um par de
acessos de P. alata ficaram agrupados lado a lado no dendrograma obtido com base em

marcadores RAPD.
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Figura 3. Analise de agrupamento e dispersdo grafica de 15 acessos de Passiflora spp., com base na
matriz de dissimilaridade genética calculada utilizando-se 271 marcadores RAPD. O método do UPGMA
foi utilizado como critério de agrupamento. O método do UPGMA foi usado como critério de
agrupamento. O valor do coeficiente de correlacdo cofenética (r) é de 0,79. Embrapa Cerrados, Planaltina,
DF, 2015. Legenda: 1. P. alata (CPAC MJ-02-17), 2. P. nitida (CPAC MJ-01-03), 3. P. suberosa (CPAC MJ-35-02), 4. P.

caerulea (CPAC MJ-14-01), 5. P. hatschbachii (CPAC MJ-50-01), 6. P. maliformis (CPAC MJ-58-01), 7. P. quadrangularis X P.
alata (CPAC MJ-H-44), 8. P. sidifolia (CPAC MJ-16-02), 9. P. malacophylla (CPAC MJ-43-01), 10. P. alata (CPAC MJ-02-09),
11. P. alata (CPAC MJ-02-19), 12. P. quadrangularis (CPAC MJ-07-03), 13. P. cincinnata (CPAC MJ-26-03), 14. P. alata BRS
Mel do Cerrado, 15. P. tenuifila BRS Vita.

Dentro deste grande grupo, pode-se observar que os acessos CPAC MJ-02-09 e
CPAC MJ-02-19 sdo os mais préximos. O acesso CPAC MJ-H-44 que é oriundo de um
cruzamento entre um P. alata e P. quadrangularis, mesmo estando dentro do grande
grupo, se mostrou mais proximo do subgrupo formado pelos acessos CPAC MJ-02-09 e
CPAC MJ-02-19 do que do acesso CPAC MJ-02-17. Os demais acessos nao formaram
grupos de similaridade entre si, considerando como o ponto de corte a distancia genética
média de 0,58. Assim, como para o0 observado para ISSR, o coeficiente de correlacao
cofenética do dendrograma foi de boa magnitude (r = 0,79) (Figura 3).

Os resultados obtidos com o uso das duas técnicas moleculares mostraram
claramente a existéncia de ampla variabilidade genética do grupo de acessos estudados,
0 que € resultado direto da analise de materiais genéticos de diversas espécies do género
Passiflora. Foi possivel observar também uma tendéncia de agrupamento dos acessos
da mesma espécie ou da mesma genealogia. Este resultado também foi observado por
Bellon et al. (2014) que utilizaram marcadores RAPD, para estudar a recuperacdo do
genoma recorrente em programas de retrocruzamentos envolvendo a espécie comercial
P. edulis e espécies silvestres de maracuja.

A analise do coeficiente de correlacdo de Pearson entre as medidas de

dissimilaridade calculadas com base nos marcadores ISSR e RAPD demonstrou uma
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correlacdo positiva (0,56) e altamente significativa pelo teste t. Pires et al. (2015)
estudando a variabilidade genética de Dipteryx alata VVog. e Annona crassiflora Mart.
verificaram correlagdo positiva e significativa entre marcadores RAPD e
microssatélites. Estes resultados evidenciam a relacdo e a complementaridade existente
entre estes diferentes marcadores moleculares nos estudos de variabilidade genética
Ambos os marcadores ISSR e RAPD mostraram ampla variabilidade genética
dos acessos de Passiflora spp., demonstrando que os marcadores ISSR e RAPD tém boa
capacidade para diferenciar os acessos. Essa alta variabilidade genética verificada e as
informacdes obtidas com os marcadores moleculares ISSR e RAPD séo importantes
para os programas de caracterizacdo e uso de germoplasma e melhoramento genético do
maracuja, uma vez que permite complementar estudos de caracterizagdo morfo-
agrondmica que vao subsidiar a selecdo de genitores divergentes para compor os blocos
de cruzamento e hibridacGes para reduzir perda ou estreitamento da base genética,

maximizando as chances de obtencdo de combinagdes génicas desejaveis.

5.4 CONCLUSAO

As caracterizagdes baseadas nos marcadores moleculares ISSR e RAPD
demonstraram elevada variabilidade genética e diferenciacdo dos acessos de Passiflora
spp. avaliados neste trabalho.

Existe estruturacdo genética entre os acessos avaliados, com tendéncia de
agrupamento entre os acessos de P. alata e os materiais que sdo oriundos do cruzamento

envolvendo acessos desta espécie.
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CAPITULO 6. DIVERSIDADE GENETICA DE Passiflora spp. BASEADA EM
DESCRITORES QUALITATIVOS, QUANTITATIVOS E EM MARCADORES
ISSR E RAPD
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DIVERSIDADE GENETICA DE Passiflora spp. BASEADA EM DESCRITORES
QUALITATIVOS, QUANTITATIVOS E EM MARCADORES ISSR E RAPD

Resumo: Neste trabalho, objetivou-se quantificar a diversidade genética de acessos de
Passiflora spp. por meio de descritores qualitativos multicategoricos, quantitativos e
marcadores moleculares. O estudo foi realizado na Unidade de Apoio da Fruticultura,
no Laboratério de Andlises de Alimentos e no Laboratério de Genética e Biologia
Molecular da Embrapa Cerrados, em Planaltina-DF. Foram caracterizados 15 acessos de
Passiflora spp.. Matrizes de distancias genéticas, com base nos descritores qualitativos
multicategdricos, quantitativos, marcadores moleculares ISSR e RAPD foram
calculadas e andlises de agrupamento foram realizadas, utilizando o método do UPGMA
como critério de agrupamento. Foi realizada a andlise descritiva (minimo, media,
maximo, variancia e desvio padrdo) das estimativas de distancias genéticas obtidas com
base nos diferentes grupos de caracteristicas, bem como estimadas as correlagcfes entre
tais estimativas. Houve correlacdo positiva e significativa entre as distancias genéticas
estimadas com base nos descritores qualitativos multicategéricos e marcadores
moleculares. N&o houve correlacao significativa entre as distancias genéticas estimadas
com base em descritores quantitativos e demais descritores, evidenciando a
complementaridade dos diferentes grupos de caracteristicas no estudo da diversidade
genética das Passifloras.

Palavras-chave: maracuja, analise multivariada, recursos genéticos
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GENETIC DIVERSITY OF Passiflora spp. BASED ON DESCRIPTORS
QUALITATIVE, QUANTITATIVE AND ISSR AND RAPD MARKERS

Abstract: This study aimed to quantify the genetic diversity of Passiflora spp.
accessions through qualitative and quantitative descriptors and molecular markers. The
study was conducted at the Fruit Growing Support Unit, Food Analysis and Genetics
and Molecular Biology Laboratories in Embrapa Cerrados, Planaltina, Federal District.
Fifteen Passiflora spp. accessions were characterized. Genetic distances matrices, based
on qualitative and quantitative descriptors, ISSR and RAPD molecular markers, were
calculated and cluster analysis were performed using the UPGMA method as grouping
criteria. Descriptive analysis (minimum, average, maximum, variance and standard
deviation) of the genetic distances estimate based on different descriptors groups was
performed. Correlations between such estimative were performed. There was a positive
and significant correlation between genetic distances estimated based on qualitative
descriptors and molecular markers. There was no significant correlation between
genetic distances estimated based on quantitative descriptors and based on other
descriptors, showing the complementarity of different groups of characteristics in the
genetic diversity studies of Passiflora.

Key words: passion fruit, multivariate analysis, genetic resources
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6.1 INTRODUCAO

O género Passiflora é o maior da familia Passifloraceae, com cerca de 500
espécies (BERNACCI et al., 2008; BERNACCI et al., 2013), apresentando ampla
variabilidade genética inter e intraespecifica (BELLON et al., 2009) sendo também o
género com maior importancia econdmica, considerando os varios usos de diferentes
espécies (PEREZ et al., 2007). Admite-se que varios grupos de plantas foram os
ancestrais do género Passiflora, originado em regides da Africa, a partir da qual foram
dispersos para Europa e Asia e tenham-se diversificado a partir da chegada & América
Central (MUSCHNER et al., 2012).

A América do Sul é considerada como o principal centro de diversidade genética
das passifloras, incluindo desde a regido Amazonica até o Paraguai e o Nordeste da
Argentina; sendo o Brasil um dos mais importantes centros de diversidade do
maracujazeiro, pois mais de 120 espécies silvestres sdo endémicas do pais (BERNACCI
et al., 2013). Porém, para que a diversidade disponivel seja explorada, é necessario a
caracterizacdo dos acessos para uso direto ou em programas de melhoramento genético
(BOREM e MIRANDA, 2009).

Visando a conservar a diversidade genética de espécies, tanto para atender aos
programas de melhoramento quanto a exploracdo de maneira sustentavel, tém-se as
colecbes ou os Bancos Ativos de Germoplasma. Porém, para maior e melhor
aproveitamento desses materiais genéticos deve-se ter o conhecimento e a organizagéo
da variabilidade genética existente nos mesmos. Quantificar essa variabilidade genética
é fundamental para avaliar o desempenho dessas espécies e assim identificar recursos
genéticos de grande valor, tanto aqueles passiveis de serem introduzidos de forma direta
em sistemas de producdo, como aqueles com potencial para serem usados em programas
de melhoramento genético (FALEIRO et al., 2011a).

Apesar da importancia dos recursos genéticos do género Passiflora para o
Brasil, observa-se uma caréncia de pesquisa, notadamente nas areas basicas,
principalmente com relacdo ao germoplasma. Além disso, sdo necessarios trabalhos
minuciosos de caracterizagdo morfologica, agrondmica, citogenética e molecular de
todos os acessos, tendo em vista a sua utilizacdo pratica (FALEIRO et al., 20113;
2011b).

Segundo Paiva et al. (2014), a utilizacdo de descritores morfologicos qualitativos

e quantitativos € uma das maneiras de mensurar a diversidade genética, pois, caracteres
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qualitativos e quantitativos de facil deteccdo, com alta herdabilidade e que sofram pouca
variagdo ambiental, sdo utilizados a fim de diferenciar os acessos.

Marcadores moleculares do DNA tém sido empregados como ferramenta
auxiliar nas diferentes etapas do melhoramento genético, principalente na caracterizacdo
de recursos genéticos. Os marcadores moleculares quando comparados com outros tipos
de marcadores, apresentam maior nimero de locos polimorficos, o que permite a
distingéo entre acessos, mesmo com morfologia similar. Algumas complicagfes, como
o efeito ambiental, tempo necessario para avaliacdes, heranca poligénica, entre outras,
podem ser evitadas pelo uso da analise direta do genotipo por meio de marcadores
moleculares de DNA.

Os diferentes grupos de caracteristicas sdo importantes para estudos de
diversidade genética e também para os trabalhos de caracterizacao de recursos genéticos
visando a sua utilizacdo. Neste trabalho, objetivou-se analisar os descritores qualitativos
multicategdricos, quantitativos e marcadores moleculares para quantificar a diversidade

genética de acessos de Passiflora spp.

6.2 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado na Unidade de Apoio da Fruticultura, no Laboratério de
Anélises de Alimentos e no Laboratério de Genética e Biologia Molecular da Embrapa
Cerrados, em Planaltina-DF. Foram caracterizados 15 acessos de Passiflora spp. do

Banco Ativo de Germoplasma 'Flor da Paixao' (BAG) (Tabela 1).

Tabela 1. Descricdo dos 15 acessos de Passiflora spp. caracterizados no estudo,
Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2015.

Acesso Espécie Cddigo BAG
1 Passiflora alata Curtis, 1789 CPAC MJ-02-17
2 Passiflora nitida Kunth, 1817 CPAC MJ-01-03
3 Passiflora suberosa L., 1753 CPAC MJ-35-02
4 Passiflora caerulea Lour. ex DC., 1828 CPAC MJ-14-01
5 Passiflora hatschbachii Cervi, 1994 CPAC MJ-50-01
6 Passiflora maliformis Vell., 1831 CPAC MJ-58-01
7 Passiflora quadrangularis x P. alata CPAC MJ-H-44
8 Passiflora sidifolia M. Roem., 1846 CPAC MJ-16-02
9 Passiflora malacophylla Mast., 1872 CPAC MJ-43-01
10 Passiflora alata Curtis, 1789 CPAC MJ-02-09
11 Passiflora alata Curtis, 1789 CPAC MJ-02-19
12 Passiflora quadrangularis Triana & Planch, 1873 CPAC MJ-07-03
13 Passiflora cincinnata Mast., 1868 CPAC MJ-26-03
14 Passiflora alata Curtis, 1789 (BRS Mel do Cerrado)  BRS Mel do Cerrado
15 Passiflora tenuifila Killip, 1927 (BRS Vita) BRS Vita

148


http://www.ipni.org/ipni/idPlantNameSearch.do?id=675389-1&back_page=%2Fipni%2FeditSimplePlantNameSearch.do%3Ffind_wholeName%3DPassiflora%2Bquadrangularis%26output_format%3Dnormal

As plantas de cada acesso conservadas in vivo foram clonadas via estaquia para
producdo das mudas. Oito mudas de cada acesso foram cultivadas no campo no sistema
de espaldeira vertical, seguindo as recomendagfes técnicas da cultura quanto a
adubacado, irrigacdo e controle fitossanitario.

Foram avaliados em cada acesso, 58 descritores morfoagronémicos
multicategodricos, sendo 23 para caracteristicas de folhas [(CRA) Colora¢do do Ramo,
(PAR) Presenca de antocianina nos ramos, (CLF) Comprimento do Limbo Foliar,
(LMF) Largura Maxima da Folha, (PRS) Profundidade dos Sinus, (FOF) Formato da
Folha, (MFO) Mancha na folha, (BLF) Bordas do limbo foliar, (PPF) Presenca de
pilosidade na folha, (DLF) Divisdo do limbo foliar, (FBF) Forma bulada do limbo
foliar, (PHE) Presenca de heterofilia, (COF) Coloragéo da folha, (FBF) Forma da base
foliar, (FBF) Forma da base foliar, (FMF) Formato da margem foliar, (PES) Presenca
de estipulas, (PNE) Presenca de Nectarios, (NNE) NUmero de Nectarios, (PON) Posicéo
dos Nectarios, (COP) Comprimento do Peciolo, (NNP) Numero de Nectérios no Peciolo
e (PNP) Posicdo dos nectéarios no peciolo], 25 para caracteristicas de flores [(PAB)
Presenca de antocianina nas bracteas do botéo floral, (PAS) Presenca de antocianina nas
sépalas dos botbes florais, (FHP) Formato do hipanto, (NFN) Numero de flor por no,
(CBR) Comprimento da bréactea, (PNB) Presenca de nectarios na bractea, (NNB)
NUmero de nectéarios na bractea, (CSE) Comprimento da sépala, (LSE) Largura da
sépala, (PNS) Presenca de nectarios na sépala, (NNS) Numero de nectérios na sépala,
(DEC) Diametro da extremidade da corona, (BFC) Bandeamento (anéis de cores
diferente entre si, inclusive brancos) nos filamentos mais longos da corona, (CAC)
Coloragdo predominante dos filamentos dos anéis da corona (exceto a cor branca),
(LAC) Comprimento dos anéis do filamento da corona, (CPE) Comprimento da pétala,
(CFO) Coloracdo do filamento do opérculo, (FLFLC) Filamentos mais longos da
corona, (PPA) Periodo predominante da antese, (CPP) Coloracdo predominante no
perianto (pétalas e sépalas) regido interna, (NAC) NUmero de anéis coloridos (excluindo
brancos) nos filamentos da corona, (NAC) Numero de anéis coloridos (excluindo
brancos) nos filamentos da corona, (PAE) Presencga de antocianina no estilete, (PAA)
Presenca de antocianina no dorso da antera e (PAG) Presenca de antocianina:
androgindforo] e 10 para frutos [(CCF) Coloragédo da casca (epicarpo) do fruto, (FFR)
Formato do fruto, (DIT) Diametro transversal, (DIL) Diametro longitudinal do fruto,

(ECA) Espessura da casca, (RCL) Relacdo didmetro longitudinal e didmetro transversal

149



dos frutos, (MFR) Massa dos frutos, (NSF) NUmero de sementes por fruto, (CPO)
Coloracdo da polpa e (SS) Sélido Soluveis (°Brix)].

Os 58 descritores multicategoricos foram avaliados com base nas estruturas
encontradas no terco médio de cada planta. A definicdo da classe fenotipica de cada
descritor foi baseada na avaliacdo de pelo menos 12 folhas, flores ou frutos de pelo
menos quatro plantas de cada acesso.

Para obtencdo dos descritores quantitativos foi utilizado o delineamento
experimental inteiramente casualizado com 15 tratamentos (acessos) (Tabela 1) e quatro
repeticdes, totalizando 60 parcelas experimentais. Cada parcela foi representada pela
média de 3 estruturas (flor ou fruto).

Foram avaliados em cada acesso, 14 descritores morfoagronémicos
quantitativos, sendo oito para caracteristicas de flores e seis para frutos. Os descritores
avaliados nas flores foram comprimento do androginéforo (CAN), diametro externo da
cavidade da corona (DEEC), didmetro interno da cavidade da corona (DIC),
comprimento do pedicelo (CPD), comprimento da antera (CA), largura da antera
(LAN), comprimento do ovéario (COV), diametro do ovario (DOV). Os descritores
avaliados nos frutos foram massa da casca (MCA), massa das sementes (MSE), massa
da polpa (MPO), rendimento de suco (RES), acidez total titulavel (AT) e razdo entre
solidos solaveis e acidez total titulavel (RATIO).

Os dados de comprimento, diametro e largura, foram obtidos em centimetros
(cm); os dados de massa foram obtidos em gramas (g). Todas as varidveis foram
mensuradas nas flores e frutos coletados no terco médio dos ramos de cada planta.

Para obtencdo dos marcadores ISSR e RAPD, a metodologia de extracdo de
DNA foi a do CTAB, com algumas modificacbes (FALEIRO et al., 2003).

As reacOes de amplificacdo para o ISSR foram efetuadas em um volume total de
13 pL, sendo: 4,9 uL. de agua Milli Q, 1,3 pL de tampao, 0,39 pL de MgCl> 50 mM;
0,26 pL dos desoxiribonucleotidios (dATP, dTTP, dGTP e dCTP) 10 uM; 1,95 uL do
primer 2 uM; 0,2 pL da enzima Taq DNA polimerase (1 unidade) e 3 uL. de DNA (15
ng). As amplificacGes foram realizadas em termociclador, no qual as amostras foram
inicialmente, desnaturadas a 94 °C por 2 min, seguidos de 37 ciclos, iniciando-se com
15 segundos a 94 °C; em seguida 30 segundos a 47 °C e posteriormente 72 °C por 1
minuto; ao final de todos os ciclos o processo foi finalizado por 7 minutos a 72 °C e

resfriado a 4 °C.
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As reacdes de amplificacdo para o RAPD foram efetuadas em um volume total
de 13 pL, sendo: 6,29 uL de agua Milli Q, 1,3 uL de tampao 10x (Invitrogen), 0,78 uL
de MgCl>50 mM; 0,13 pL dos desoxiribonucleotidios (dATP, dTTP, dGTP e dCTP) 10
uM; 1,3 uL do primer (Operon Technologies Inc., Alameda, CA, EUA) 2 uM; 0,2 uL
da enzima Taq DNA polimerase (1 unidade) ¢ 3 uLL de DNA (15 ng). As amplificacdes
foram efetuadas em termociclador programado para 40 ciclos, cada um composto
formado pela seguinte sequéncia: 15 s a 94 °C, 30 s a 35°C e 90 s a 72 °C. Concluidos
0s 40 ciclos, foi feita uma etapa de extensdo final de seis minutos a 72 °C, e finalmente,
a temperatura foi reduzida para 4 °C.

Os primers utilizados para a amplificacdo das amostras de DNA e obtencdo dos
marcadores ISSR e RAPD estdo relacionados na tabela 2. Apds a amplificagdo, foram
adicionados, a cada amostra de ISSR e RAPD, 3 ul de uma mistura de azul de
bromofenol (0,25%) e glicerol (60%) em agua. Essas amostras foram aplicadas em gel
de agarose (1,2%), corado com brometo de etidio, submerso em tampdo TBE (Tris-
Borato 90 mM, EDTA 1 mM). A separacdo eletroforética foi de, aproximadamente,
quatro horas, a 90 volts. Ao término da corrida, os géis foram fotografados sob luz
ultravioleta. Os marcadores ISSR e RAPD gerados foram convertidos em uma matriz de

dados binarios.

Tabela 2. Primers utilizados para obtencdo dos marcadores ISSR e RAPD, para 15
acessos de Passiflora spp., sequéncia 5°—3” e o nimero de bandas polimérficas (BP).
Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2015.

Primer ISSR Sequéncia 5°—3’ BP  Primer RAPD Sequéncia 5°—3° BP
1-TriAGC3’RC  AGCAGCAGCAGCAGC 26 1-OPD-07 TTGGCACGGG 27
2-TriCAG3’RC CAGCAGCAGCAGCAG 41 2-OPD-10 GGTCTACACC 42
3-DiGA5’C CGAGAGAGAGAGAGA 27 3-OPE-16 GGTGACTGTG 33
4-DiGA3’C GAGAGAGAGAGAGAG 24 4-OPE-20 AACGGTGACC 45
5-DiGT5’CY GTGTGTGTGTGTGTGT 28 5-OPF-01 ACGGATCCTG 32

6-OPG-05 CTGAGACGGA 33
7-OPG-08 TCACGTCCAC 22
8-OPH-17 CACTCTCCTC 37
Total 146  Total 271

Para os 58 descritores qualitativos multicategoricos, as distancias genéticas entre
o0s 15 acessos de Passiflora spp. foram calculadas com base no complemento do indice
de coincidéncia simples. Para os 14 descritores quantitativos, as distancias geneticas
entre os 15 acessos de Passiflora spp. foram calculadas com base na distancia de

Mahalanobis. Para os dados dos marcadores moleculares, as distancias genéticas foram
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estimadas entre os diferentes acessos, com base no complemento do coeficiente de
similaridade de Nei e Li.

As matrizes de distancias genéticas estimadas com base em cada grupo de
caracteristicas (qualitativas multicategoricas, quantitativas, ISSR e RAPD) foram
utilizadas para realizar analises de agrupamento dos acessos por meio de dendrograma,
utilizando o método do UPGMA (Unweighted pairgroup method arithmetic average)
(SNEATH e SOKAL, 1973) como critério de agrupamento, e andlises de dispersdo
gréfica baseada em escalas multidimensionais, usando o meétodo das coordenadas
principais, com auxilio do Programa SAS (SAS Institute Inc., 2008) e Statistica
(STATSOFT Inc., 2005).

Os valores de distancias genéticas obtidas com base nos diferentes grupos de
caracteristicas foram ponderados, de modo que o maior valor fosse de 100. Apds isso,
foi realizada a anélise descritiva das estimativas de distancias genéticas obtidas com
base nos diferentes grupos de caracteristicas (valores minimo e méaximo, média e o
coeficiente de variagéo), e estimadas correlacfes de Pearson entre tais estimativas, com

0 auxilio do programa Genes (CRUZ, 2013).

6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A diversidade genética existente entre os acessos de Passiflora spp. é
evidenciada pela estatistica descritiva das estimativas de distancias genéticas obtidas
com base em cada grupo de caracteristicas (qualitativa multicategérica, quantitativa,
ISSR e RAPD (Tabela 3).

Tabela 3. Estatistica descritiva para os descritores multicategoricos e quantitativos,

marcadores ISSR e RAPD em Passiflora spp. Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2015.

Variaveis Minimo Média Maximo Variancia DP

Multicategdrico 25,98 72,02 100 289,74 17,02
Quantitativo 0,08 12,82 100 809,95 28,46
Marcador ISSR 14,29 81,32 100 206,47 14,37
Marcador RAPD 24,15 78,73 100 97,88 9,89

Houve uma grande amplitude e variancia de valores de distancias genéticas
estimadas com base em todos 0s grupos de caracteristicas. Houve também uma grande
variacdo nos valores minimos e médios de distancias genéticas, sendo que as distancias

obtidas com base nos descritores quantitativos apresentaram o menor valor minimo
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(0,08) e menor média (12,82). As demais distancias genéticas estimadas com base nos
demais grupos de caracteristicas apresentaram valores minimos e médios mais proximos
entre si.

Mediante a analise do desvio padrdo (DP), verificou-se a existéncia de diferenca
entre 0s acessos para todos 0s grupos de caracteristicas avaliadas, evidenciando a alta
variabilidade genética entre os 15 acessos de Passiflora spp. avaliados (Tabela 3). Paiva
et al. (2014) estudaram a diversidade genética de espécies do género Passiflora com
base nas caracteristicas qualitativas e quantitativas, verificaram ampla diversidade
genética entre as espécies.

As distancias geneticas variaram de 0,19 a 0,83 para os 58 descritores
qualitativos multicategoricos, e pela analise de agrupamento dos 15 acessos de
Passiflora spp. utilizando 58 descritores morfoagrondémicos, verificou-se a formacéo de
11 grupos de similaridade, adotando como ponto de corte a distancia genética média de

0,3 (Figura 1) demonstrando grande variabilidade entre os acessos.
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Figura 1. Analise de agrupamento de 15 acessos de Passiflora spp., com base na matriz de
dissimilaridade genética calculada utilizando 58 descritores morfoagronémicos. O método do UPGMA
foi usado como critério de agrupamento. O valor do coeficiente de correlagdo cofenética (r) é de 0,85.

Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2015. Legenda: 1. P. alata (CPAC MJ-02-17), 2. P. nitida (CPAC MJ-01-03), 3. P.
suberosa (CPAC MJ-35-02), 4. P. caerulea (CPAC MJ-14-01), 5. P. hatschbachii (CPAC MJ-50-01), 6. P. maliformis (CPAC MJ-
58-01), 7. P. quadrangularis X P. alata (CPAC MJ-H-44), 8. P. sidifolia (CPAC MJ-16-02), 9. P. malacophylla (CPAC MJ-43-01),
10. P. alata (CPAC MJ-02-09), 11. P. alata (CPAC MJ-02-19), 12. P. quadrangularis (CPAC MJ-07-03), 13. P. cincinnata (CPAC
MJ-26-03), 14. P. alata BRS Mel do Cerrado, 15. P. tenuifila BRS Vita.

Pela analise de agrupamento dos 15 acessos de Passiflora spp. utilizando 14
descritores morfoagronémicos quantitativos, verificou-se a formacgdo de 4 grupos de
similaridade (Figura 2), sendo este o0 grupo de descritores que possibilitou a menor

diferenciacdo entre os acessos do mesmo grupo.
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Figura 2. Andlise de agrupamento de 15 acessos de Passiflora spp., com base na matriz de
dissimilaridade genética calculada utilizando 14 descritores morfoagronémicos quantitativos. O metodo
do UPGMA foi usado como critério de agrupamento. O valor do coeficiente de correlagdo cofenética (r) é
de 0,89. Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2015. Legenda: 1. P. alata (CPAC MJ-02-17), 2. P. nitida (CPAC MJ-

01-03), 3. P. suberosa (CPAC MJ-35-02), 4. P. caerulea (CPAC MJ-14-01), 5. P. hatschbachii (CPAC MJ-50-01), 6. P. maliformis
(CPAC MJ-58-01), 7. P. quadrangularis X P. alata (CPAC MJ-H-44), 8. P. sidifolia (CPAC MJ-16-02), 9. P. malacophylla (CPAC
MJ-43-01), 10. P. alata (CPAC MJ-02-09), 11. P. alata (CPAC MJ-02-19), 12. P. quadrangularis (CPAC MJ-07-03), 13. P.
cincinnata (CPAC MJ-26-03), 14. P. alata BRS Mel do Cerrado, 15. P. tenuifila BRS Vita.

Com base nos marcadores ISSR, obteve-se distancias genéticas variando de 0,14
a 1,00. A distancia maxima igual a 1,00 estimada com base nos marcadores ISSR foi
entre os acessos CPAC MJ-02-09 e CPAC MJ-43-01, CPAC MJ-07-03 e CPAC MJ-35-
02, CPAC MJ-26-03 e CPAC MJ-02-09, CPAC MJ-26-03 e CPAC MJ-02-19. Isto
significa dizer que ndo foram encontrados marcadores ISSR coincidentes entre estes
pares de acessos. A grande quantidade de marcadores ISSR diferentes entre 0s acessos
reflete na formacao de apenas um grupo de similaridade, contendo os quatro acessos da
espécie P. alata (Figura 3).

As distancias genéticas geradas pelos marcadores RAPD variaram de 0,21 a
0,85, sendo que o0s acessos CPAC MJ-35-02 e CPAC MJ-02-19 foram os mais
divergentes entre si. Assim como aconteceu com a analise de agrupamento baseada nos
marcadores ISSR, houve a formacao de apenas um grupo de similaridade, envolvendo
0s acessos de P. alata e um hibrido entre P. alata e P. quadrangularis (Figura 4).
Considerando o estudo utilizando todas os grupos de caracteristicas, os marcadores
moleculares foram os mais eficazes na diferenciagédo dos acessos, uma vez, que com

estes é possivel obter grande numero de polimorfismos sem interferéncia do ambiente.
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Figura 3. Andlise de agrupamento de 15 acessos de Passiflora spp., com base na matriz de
dissimilaridade genética calculada utilizando-se 146 marcadores ISSR. O método do UPGMA foi
utilizado como critério de agrupamento. O método das coordenadas principais foi utilizado na analise de
dispersdo grafica. O valor do coeficiente de correlacdo cofenética (r) foi de 0,83. Embrapa Cerrados,

Planaltina, DF, 2015. Legenda: 1. P. alata (CPAC MJ-02-17), 2. P. nitida (CPAC MJ-01-03), 3. P. suberosa (CPAC MJ-
35-02), 4. P. caerulea (CPAC MJ-14-01), 5. P. hatschbachii (CPAC MJ-50-01), 6. P. maliformis (CPAC MJ-58-01), 7. P.
quadrangularis X P. alata (CPAC MJ-H-44), 8. P. sidifolia (CPAC MJ-16-02), 9. P. malacophylla (CPAC MJ-43-01), 10. P. alata
(CPAC MJ-02-09), 11. P. alata (CPAC MJ-02-19), 12. P. quadrangularis (CPAC MJ-07-03), 13. P. cincinnata (CPAC MJ-26-03),
14. P. alata BRS Mel do Cerrado, 15. P. tenuifila BRS Vita.
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Figura 4. Anédlise de agrupamento de 15 acessos de Passiflora spp., com base na matriz de
dissimilaridade genética calculada utilizando-se 271 marcadores RAPD. O método do UPGMA foi
utilizado como critério de agrupamento. O método do UPGMA foi usado como critério de agrupamento.
O valor do coeficiente de correlagdo cofenética (r) é de 0,79. Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2015.

Legenda: 1. P. alata (CPAC MJ-02-17), 2. P. nitida (CPAC MJ-01-03), 3. P. suberosa (CPAC MJ-35-02), 4. P. caerulea (CPAC
MJ-14-01), 5. P. hatschbachii (CPAC MJ-50-01), 6. P. maliformis (CPAC MJ-58-01), 7. P. quadrangularis X P. alata (CPAC MJ-
H-44), 8. P. sidifolia (CPAC MJ-16-02), 9. P. malacophylla (CPAC MJ-43-01), 10. P. alata (CPAC MJ-02-09), 11. P. alata (CPAC
MJ-02-19), 12. P. quadrangularis (CPAC MJ-07-03), 13. P. cincinnata (CPAC MJ-26-03), 14. P. alata BRS Mel do Cerrado, 15. P.
tenuifila BRS Vita.

Uma analise da distribuicdo de frequéncia das estimativas de distancias
genéticas mostra que com base nos descritores qualitativos multicategéricos, a maioria
dos valores de distancia genética ficaram entre 60 e 80, havendo também muitos valores
acima de 80 (Figura 5A).
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Figura 5. Distribuicdo de frequéncias de distancias genéticas entre 15 acessos do género Passiflora
obtidas com base em: descritores multicategoricos (A), descritores quantitativos (B), marcadores ISSR
(C) e RAPD (D). Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2015.

Embora o género Passiflora possua um padrdo caracteristico da morfologia
floral, é possivel encontrar uma enorme plasticidade fenotipica, como no formato,
tamanho, e coloracdo das flores (PAIVA et al.,, 2014). Neste estudo, todas essas
caracteristicas foram avaliadas como descritores qualitativos multicategéricos e
demonstraram grande variabilidade.

Para os descritores quantitativos, a maioria das distancias genéticas entre 0s
acessos de Passiflora spp. apresentaram valores <20 (Figura 5B). Este fato aconteceu
porque a espécie P. quadrangularis é muito diferente das demais, principalmente
considerando o tamanho e massa do fruto que pode ser superior a 2 Kg.

Os descritores quantitativos e qualitativos utilizados foram capazes de

diferenciar os subgéneros Decaloba e Passiflora, bem como separar de forma clara as
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especies estudadas. Resultado semelhante foi obtido por Tangarife et al. (2009) ao
realizarem a caracterizagdo morfoldgica de 21 espécies do género Passiflora, incluindo
trés subgéneros. Este estudo permitiu distinguir os subgéneros de forma semelhante a
classificacdo taxondmica, sendo as varidveis relacionadas a parte floral as que mais
contribuiram para a separacao das especies.

Provavelmente os descritores qualitativos multicategoricos tenham contribuido
muito para isso, pois, a heranga genética desse tipo de caracteristica geralmente é
controlada por poucos genes e sdo menos afetados pelo ambiente, o que conserva essas
caracteristicas similares dentro de cada espécie. Viana et al. (2010) utilizaram onze
descritores para avaliar seis espécies do género Passiflora e verificaram ampla variacéo
morfolégica inter e intraespecifica, obtendo clara separagdo das espécies.

Os marcadores ISSR permitiram a obtencdo de valores de distancias genéticas
distribuidas em todos os intervalos observados (Figura 5C), sendo que a maioria das
distancias apresentam valores acima de 80. De modo geral essa ferramenta foi a que
permitiu observar a maior divergéncia genética entre os 15 acessos de Passiflora spp.

Com base nos marcadores RAPD, a maioria das distancias genéticas entre 0s
acessos de Passiflora spp. ficaram distribuidas entre os valores >60 a 80 (Figura 5D),
indicando alta variabilidade genética entre 0s acessos estudados. Estes altos valores de
distancias genéticas é devido ao fato do presente estudo envolver acessos de diferentes
espécies, ou seja, valores de distancias inter-especificas. Pio Viana et al. (2003) e Bellon
et al. (2014) utilizando marcadores RAPD, para verificarem a variabilidade genética de
genotipos de maracujazeiro, relatam a alta variabilidade genética interespecifica no
género Passiflora. Quando foi estimada a variabilidade genética com base em
marcadores RAPD dentro da mesma espécie, foram observados menores valores e
variaces das estimativas de distancias genéticas entre 0,07 e 0,42 para acessos de P.
trintae (CERQUEIRA-SILVA et al., 2010a) e entre 0,12 e 0,19 para acessos de P.
edulis Sims (CERQUEIRA-SILVA et al., 2010b).

Quanto as estimativas dos coeficientes de correlacdo de Pearson entre as
distdncias genéticas estimadas com base nos diferentes grupos de caracteristicas
avaliadas, observa-se, que as distancias obtidas com base nos descritores quantitativos
ndo apresentaram correlagcdo significativa com as distancias obtidas com base nos

demais grupos de caracteristicas (Tabela 4).
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Tabela 4. Estimativas dos coeficientes de correlacdo de Pearson entre as distancias
genéticas calculadas com base nos diferentes grupos de descritores morfoagronémicos
multicategéricos e quantitativos, marcadores ISSR e RAPD em Passiflora spp.
Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2015.

Variaveis Quantitativo Marcador ISSR  Marcador RAPD
Multicategdrico 0,06 0,54™ 0,59™
Quantitativo 0,05 0,13
Marcador ISSR 0,57

As distancias genéticas obtidas com base nos descritores qualitativos
multicategdricos apresentaram correlacdo positiva e altamente significativa com as
obtidas com base nos dois tipos de marcadores moleculares utilizados (ISSR e RAPD).
As distancias genéticas obtidas com base nos dois tipos de marcadores moleculares
também apresentaram correlacdo positiva e altamente significativa. Esse resultado da
estimativa de correlacdo indica a complementaridade e coeréncia entre 0s grupos de
caracteristicas estudados.

O resultado observado no estudo da correlcdo de Pearson, também ressalta a
importancia do uso das diferentes grupos de caracteristicas para estudos mais completos
de diversidade genética de recursos genéticos do género Passiflora. E quanto mais
caracteristicas ou grupos forem estudadas, hd uma possibilidade maior de exploracdo da
diversidade apresentada pelos recuros genéticos.

Estes resultados também indicam que ndo se deve realizar uma analise conjunta
utilizando grupos de caracteristicas tdo distintos em uma mesma anélise de diversidade
genética, pois, podem-se levar a conclusdes inadequadas a respeito dos recursos
genéticos estudados, mesmo que se tenha utilizado os grupos de caracteristicas

adequados para cada material e realizado a coleta dos dados de forma correta.

6.4 CONCLUSAO

Descritores  qualitativos multicategdricos, quantitativos e marcadores
moleculares ISSR e RAPD séo ferramentas de grande utilidade para a caracterizacdo e
estudos de diversidade genética de acessos de Passiflora spp.

As dissimilaridades genéticas estimadas com base nos descritores qualitativos
multicategdricos e marcadores moleculares ndo apresentaram correlagdo com 0s
descritores quantitativos, evidenciando a complementaridade dos diferentes grupos de

caracteristicas no estudo da diversidade genética.
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CAPITULO 7. GERMINACAO DE SEMENTES RECEM-COLETADAS E
ARMAZENADAS DE DIFERENTES ESPECIES DO GENERO Passiflora
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GERMINACAO DE SEMENTES RECEM-COLETADAS E ARMAZENADAS
DE ESPECIES DO GENERO Passiflora

Resumo: No presente estudo, objetivou-se avaliar a germinacdo de sementes de
espécies de Passiflora spp. recém-coletadas e armazenadas. Para a avaliacdo das
sementes de P. alata, foi utilizado um delineamento experimental inteiramente
casualizado em arranjo fatorial 4 x 5 x 2, sendo quatro genotipos, cinco tempos de
armazenamento das sementes e dois tratamentos com e sem o uso do regulador vegetal
Promalin®, com 3 repeticdes de 20 sementes cada. Para avaliagdo das sementes de
outras seis espécies de passiflora, foi utilizado, para cada espécie, o delineamento
experimental inteiramente casualizado em arranjo fatorial 5 x 2, sendo cinco tempos de
armazenamento das sementes e dois tratamentos com e sem o uso do regulador vegetal
Promalin® com 3 repeticdes de 20 sementes cada. Analises de variancia foram
realizadas e as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
significancia. As principais concluses sdao que sementes de P. alata e P. maliformis
devem ser colocadas para germinar logo apos a colheita sem necessidade do regulador
vegetal. Sementes de P. suberosa podem ser armazenadas até seis meses e deve-se
utilizar regulador. Sementes de P. caerulea e P. hatschbachii devem ser armazenadas
até trés meses e usar regulador. As sementes de P. sidifolia devem ser colocadas a
germinar logo apds a colheita, com uso do regulador.

Palavras-chave: Recursos genéticos, conservacdo de espécies, armazenamento de
sementes, emergéncia de plantulas, qualidade de sementes.
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GERMINATION OF SEEDS NEWLY HARVESTED AND STORED FROM
Passiflora SPECIES

Abstract: This study aimed to evaluate the germination of seeds newly collected and
stored from different Passiflora spp. species. For P. alata evaluation, we used a
completely randomized design in a factorial arrangement 4 x 5 x 2, with four genotypes,
five seeds storage times and two treatments with and without Promalin® plant growth
regulator, with 3 replicates of 20 seeds each. Seeds from other six Passiflora species
were analysed using for each species, the completely randomized design in a factorial
arrangement 5 x 2, with five seeds storage times and two treatments with and without
Promalin® regulator vegetable with 3 replicates of 20 seeds each. Variance analyses
were performed and the treatments means were compared by Tukey test at 5% of
significance. The main conclusions are that P. alata and P. maliformis seeds should be
germinated immediately after harvest without the plant growth regulator. P. suberosa
seeds can be stored up to six months and regulator should be used. P. caerulea and P.
hatschbachii seeds can be stored up to three months and use regulator. The P. sidifolia
seeds must be germinated immediately after harvest, with regulator use.

Key words: Genetic resources, species conservation, storage of seeds, seedling
emergence, seed quality.
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7.1 INTRODUCAO

O género Passiflora é considerado o mais representativo da familia
Passifloraceae, contendo cerca de 500 espécies, das quais 139 estdo dispersas no
territério brasileiro, colocando o Brasil entre os principais centros de diversidade
genética do género (BERNACCI et al., 2008; BERNACCI et al., 2013). O género
Passiflora apresenta ampla variabilidade genética a ser caracterizada e utilizada de
forma prética no desenvolvimento da cadeia produtiva do maracujazeiro-azedo, doce e
silvestre visando a diversificacao dos sistemas produtivos, o0 que pode ser alcangado por
meio de acdes de pesquisa e desenvolvimento de uma biodiversidade essencialmente
brasileira (FALEIRO et al., 2015).

Um fator indispensavel para o sucesso no estabelecimento e produgdo de
diferentes espécies de maracujazeiro com potencial comercial é seu meio de
propagacao, realizado principalmente via semente, razdo pela qual se torna importante
conhecer a sua germinacdo, qualidade fisiologica e possibilidade de armazenamento. Na
implantacdo de pomares comerciais, as sementes devem possuir alta qualidade genética,
fisica, fisioldgica e sanitaria que conferem altos indices de germinacéo e vigor, sanidade
e pureza fisica. O teste padrdo de germinacdo fornece o potencial maximo para a
formacéo de plantulas normais por ser conduzido nas condigdes ideais.

Para a disponibilidade de sementes durante todo o ano, se faz necessario o
armazenamento das mesmas. Ao longo do periodo de armazenamento das sementes, a
qualidade fisiologica sofre reducdo, podendo ser maior ou menor dependendo da
espécie, do genotipo e das condicbes do armazenamento. Temperaturas baixas
favorecem a manutencdo desta qualidade por periodos prolongados de tempo. O
armazenamento correto das sementes até o momento de sua utilizacdo é uma etapa
importante do processo de producdo de sementes de alta qualidade, uma vez que o
armazenamento nao melhora a qualidade, somente a mantém por um periodo maior de
tempo.

As sementes de algumas espécies do género Passiflora sdo recalcitrantes e em
condi¢Ges naturais perdem a viabilidade muito rapido. A germinacdo geralmente
diminui quando o periodo de armazenamento € aumentado. Quando as sementes sdo
beneficiadas e armazenadas apresentam uma baixa taxa de germinacdo, além de
apresentar uma menor velocidade de germinagéo e vigor (GURUNG et al., 2014).

A analise da germinacgdo de sementes de diferentes espécies de maracujazeiro é

importante demanda para a pesquisa considerando o uso pratico de tais espécies, uma
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vez que a producdo de mudas uniformes e mais vigorosas é a base para tal utilizacéo
(MAROSTEGA et al., 2015). Pesquisas relacionadas aos fatores que tém interferéncia
na viabilidade e vigor sdo Uteis para a avaliacdo do potencial fisioldgico das sementes, e
na definicdo das estratégias de armazenamento, principalmente para espécies nao
cultivadas, em que a heterogeneidade genética e fisioldgica das amostras é pronunciada.
Em vista do exposto acima, objetivou-se avaliar a porcentagem de emergéncia de
plantulas a partir de sementes de diferentes espécies de Passiflora spp. recém-coletadas

e armazenadas em camara fria (5 °C).

7.2 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado na Unidade de Apoio da Fruticultura e no Setor de
Viveiros e Casas de Vegetacdo da Embrapa Cerrados, em Planaltina-DF. Foram
analisadas a germinagéo de sementes de 10 acessos de Passiflora spp. do Banco Ativo
de Germoplasma 'Flor da Paixd' (BAG) (Tabela 1). As plantas das quais foram
coletados os frutos para retirada das sementes, foram conservadas em campo e clonadas
via estaquia para producdo das mudas. Oito mudas de cada acesso foram cultivadas no
campo no sistema de espaldeira vertical, seguindo as recomendagdes técnicas da cultura

quanto a adubacéo, irrigacdo e controle fitossanitario.

Tabela 1. Descricdo dos 10 acessos de Passiflora spp. caracterizados no estudo,
Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2016.

Acessos Espécie Cadigo BAG

CPAC MJ-02-17,
CPAC MJ-02-21,

1,2,3e4 Passiflora alata Curtis, 1789 CPAC MJ-02-09 e
CPAC MJ-02-19

5 Passiflora suberosa L., 1753 CPAC MJ-35-02

6 Passiflora caerulea Lour. ex DC., 1828 CPAC MJ-14-01

7 Passiflora hatschbachii Cervi, 1994 CPAC MJ-50-01

8 Passiflora maliformis Vell., 1831 CPAC MJ-58-01

9 Passiflora sidifolia M. Roem., 1846 CPAC MJ-16-02

10 Passiflora cincinnata Mast., 1868 CPAC MJ-26-03

Para a analise das sementes dos quatro acessos de P. alata, foi utilizado o
delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC) disposto em arranjo fatorial
4 x 5 x 2, sendo quatro genotipos (1- CPAC MJ-02-17, 2- CPAC MJ-02-21, 3- CPAC
MJ-02-09 e 4- CPAC MJ-02-19), cinco tempos de armazenamento das sementes [1-
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tempo zero (inicial), 2- trés meses de armazenamento, 3- seis meses de armazenamento,
4- nove meses de armazenamento, 5- doze meses de armazenamento] e dois tratamento
com e sem 0 uso do regulador vegetal Promalin® (Acido giberélico N° 4 e 7 + N-
(fenilmetil)-1H-Purina-6-amina(6-benziladelina) [1- sem uso do regulador (&gua
destilada) e 2- com uso do regulador (15 ml L™)], Costa et al. (2015), com 3 repeti¢des,
totalizando 120 parcelas experimentais. Cada parcela experimental foi constituida de 20
sementes.

Para a andlise das sementes dos outros seis acesos de Passiflora spp. foi
utilizado, para cada espécie, o delineamento experimental inteiramente casualizado
(DIC) disposto em arranjo fatorial 5 x 2, sendo cinco tempos de armazenamento das
sementes [1- tempo zero (inicial), 2- trés meses de armazenamento, 3- seis meses de
armazenamento, 4- nove meses de armazenamento, 5- doze meses de armazenamento] e
dois tratamentos com e sem o uso do regulador vegetal Promalin® [1- sem uso do
regulador (agua destilada) e 2- com uso do regulador (15 ml L1)], com 3 repeticdes,
totalizando 30 parcelas experimentais. Cada parcela experimento foi constituida de 20
sementes.

As sementes foram retiradas de frutos completamente maduros, sendo que,
buscou-se coletar sempre os frutos com coloragdo da casca uniforme e caracteristica
para cada espécie. Os frutos foram coletados de um Unico lote de colheita, a partir de
plantas aparentemente sadias em condicGes de campo. Apds a colheita, os frutos foram
seccionados transversalmente e a mucilagem com as sementes foram retiradas em agua
corrente e com auxilio de uma peneira de metal.

Apos a lavagem, todas as sementes foram imediatamente colocadas para secar a
sombra, por um periodo de quatro dias, sobre folha de papel toalha. Apds a secagem, 0s
arilos das sementes foram removidos por friccdo manual, e em seguida, armazenadas
em sacos de papel e colocadas dentro da camara fria a 5 °C e umidade relativa de 50 % e
mantidas nessas condi¢Oes durante todo periodo de experimentacao, 12 meses.

As sementes que receberam o tratamento com regulador vegetal Promalin®,
ficaram imersas na solucdo por 30 minutos e as que ndo receberam o regulador vegetal,
ficaram imersas em agua destilada por 30 minutos.

A semeadura foi realizada em bandejas de 60 células de polietileno. As bandejas
foram preenchidas com substrato comercial (Bioplant®) e as sementes foram colocadas
a uma profundidade de + 0,5 cm. As bandejas foram irrigadas diariamente, o

experimento foi mantido em casa de vegetacéo.
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A porcentagem de plantulas emergidas, utilizando-se a formula de Maguire
(1962), foi avaliada diariamente apds a semeadura, a partir do inicio da emergéncia até a
sua estabilizacdo. Para atender as pressuposi¢fes para andlises de variancia e teste de
médias, os dados foram transformados em arcseno V (porcentagem de emergéncia/100).

Ao final de 12 meses de armazenamento foi realizado o teste de tetrazolio nas
sementes armazenadas (BRASIL, 2009). Para cada acesso, utilizou-se quatro repeti¢des
de 25 sementes, totalizando 100 sementes por acesso. As sementes armazenadas de cada
acesso foram pré-condicionadas em agua destilada por 12 horas, e levada a BOD com
temperatura de 25 °C. Posteriormente, as sementes foram transferidas para recipientes
com 20 mL da solucdo de 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazdlio, na concentracdo de 0,075
%, as quais foram acondicionados por duas horas em BOD regulada na temperatura de
30 °C. Os recipientes contendo as sementes foram protegidos com papel aluminio para
evitar o contato da solucdo com a luz para que ndo ocorresse a fotodegradacdo da
solugdo. Apos este periodo as sementes foram lavadas e mantidas imersas em agua
destilada para assim realizar a excisdo manual dos embriGes, com o auxilio de uma
lamina de bisturi. Em sequéncia os embrides foram avaliados com auxilio de uma lupa
de bancada com zoom 10x.

Nesse processo, foram consideradas como sementes vivaveis, as que
apresentaram coloracgdo do embrido vermelho brilhante; as que apresentaram coloragéo
branca nos tecidos foram consideradas sementes mortas. O resultado foi calculado em
porcentagem de sementes vidveis e mortas.

Os dados obtidos foram transformados em arcseno V (porcentagem de
emergéncia/100). Para os quatro gendtipos de P. alata foi realizada a andlise de
variancia, sendo conclusiva para as médias dos tratamentos com uso de regulador
vegetal e as médias dos genoétipos foram comparadas pelo teste Tukey (p<0.005). As
sementes dos genotipos de P. alata foram armazenadas por 12 meses, porém, devido a
morte das sementes, foram analisados apenas os dados obtidos até os seis meses de
armazenamento.

Para os dados das demais espécies foram submetidos a andlise de variancia,
sendo essa conclusiva para as médias dos tratamentos com uso de regulador vegetal e
foram ajustadas equacdes de regressdo para as médias do tempo de armazenamento das
sementes, quando as mesmas foram significativas pelo teste F da analise de variancia.
As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa estatistico Genes
(CRUZ, 2013).
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7.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na anélise de variancia da porcentagem de emergéncia de plantulas dos acessos
de P. alata, observa-se um efeito significativo do genétipo, do tempo de
armazenamento e também da interacdo entre genotipos e tempos de armazenamento
(Tabela 2). Este resultado evidencia que ndo podemos fazer conclusdes generalizadas

para a espécie, mas sim para cada acesso ou gendtipo analisado.

Tabela 2. Resumo da anélise de variancia da porcentagem de emergéncia de plantulas a
partir de sementes de quatro gendtipos de Passiflora alata, com e sem uso do regulador
vegetal Promalin® e em trés tempos de armazenamento das sementes. Embrapa
Cerrados, Planaltina, DF, 2016.

FV GL SQ QM F
Gendtipos de P. alata 3 0,12 0,04™ 4,29
Regulador Vegetal (Promalin®) 1 0,04 0,04 2,17
Tempo de Armazenamento das sementes 2 0,95 0,47 24,59
G xRV 3 0,04 0,01™ 1,50
GxTA 6 1,22 0,20™ 20,85
RV xXTA 2 0,07 0,04" 1,96
GXxRV XxTA 6 0,04 0,01m 0,68
Residuo 36 0,35 0,01

Média 10,49
CV (%) 37,34

FV = fonte de variagao; GL = grau de liberdade; SQ = soma de quadrado; QM = quadrado médio, F = teste de Fischer; G =
gendtipos; RV = regulador vegetal; TA = tempo de armazenamento. ™ significativo a 1 %; ™ no significativo.

A maior porcentagem de emergéncia de plantulas foi observada nas sementes do
genoétipo CPAC MJ-02-17 no tempo zero (inicial) (32,50%), ou seja, esse gendtipo
apresentou o seu potencial maximo de emergéncia nas sementes recém-coletadas
(Tabela 3). Os quatro genotipos avaliados (CPAC MJ-02-17, CPAC MJ-02-21, CPAC
MJ-02-19 e CPAC MJ-02-19) apresentaram maior porcentagem de emergéncia no
tempo zero (inicial) e a emergéncia das plantulas foi decrescendo (de 32,50% a 2,50%)
ao longo do periodo de armazenamento das sementes.

Souto et al. (2017) objetivando avaliar a emergéncia e o vigor de plantulas de
cultivares de maracujazeiro-azedo sob exposicdo de diferentes temperaturas.
Observaram que as cultivares BRS Sol do Cerrado e BRS Gigante Amarelo
apresentaram emergéncia de plantulas acima de 95% nas faixas de temperaturas de 20-
30 °C e 25-35 °C. Os resultados apresentados pelos referidos autores, sdo bem
superiores aos resultados obtidos no presente estudo, mas isso deve-se principalmente
ao nivel de melhoramento das cultivares utilizadas pelos referidos autores, que sdo

materiais que apresentam uma alta porcentagem de emergéncia de plantulas.
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Tabela 3. Interacéo entre as médias da porcentagem de emergéncia de plantulas a partir
de sementes de quatro gendtipos de Passiflora alata recém-coletadas e armazenadas por
seis meses. Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2016.

Tempo de armazenamento

Gendétipos

Zero (inicial) (%) 3 meses (%) 6 meses (%0)
CPAC MJ-02-17 32,50 Aa 5,00 Bab 2,50 Ba
CPAC MJ-02-21 18,33 Ab 9,17 Ba 3,33Ba
CPAC MJ-02-09 23,33 Ab 6,67 Bab 2,50 Ba
CPAC MJ-02-19 19,17 Ab 1,67 Bb 1,67 Ba

As médias seguidas pela mesma letra mailscula na Horizontal ndo diferem entre si pelo teste Tukey e
pela mesma letra mindscula na Vertical ndo diferem entre si, pelo teste F da analise de variancia a 5% de
probabilidade.

O tempo de armazenamento das sementes atua diretamente sobre a viabilidade
das sementes armazenadas, afetando o percentual de emergéncia das plantulas. Osipi e
Nakagawa (2005), observaram que a germinacdo de P. alata ndo difere entre os
ambientes de conservacao (camara fria, cAmara seca e ambiente ndo-controlado) durante
0S seis meses iniciais de armazenamento.

Na tabela 4, observa-se 0 resumo da analise de variancia da porcentagem de
emergéncia de plantulas a partir de sementes recém-coletadas e armazenadas dos

demais acessos.

Tabela 4. Resumo da analise de variancia da porcentagem de emergéncia de plantulas a
partir de sementes de Passiflora suberosa (CPAC MJ-35-02), P. caerulea (CPAC MJ-
14-01), P. hatschbachii (CPAC MJ-50-01), P. maliformis (CPAC MJ-58-01), P.
sidifolia (CPAC MJ-16-02) e P. cincinnata (PC) recém-coletadas e armazenadas
durante cinco periodos de armazenamento com uso e sem uso do regulador vegetal

Promalin®. Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2016.

FV QM

MJ-35-02 MJ-14-01 MJ-50-01 MJ-58-01 MJ-16-02 PC
Armazenamento 0,16 0,24™ 0,05" 0,18™ 0,21™ 0,00"
Promalin® 0,27 0,45™ 0,04™ 0,57 0,05™ 0,27
TA x P® 0,22™ 0,25" 0,01™ 0,05™ 0,01"s 0,01"s
Residuo 0,11 0,01 0,00 0,00 0,01
Média 23,00 18,50 20,67 43,83 15,00 6,00
CV (%) 17,30 17,09 18,21 5,14 14,89 63,21

FV = fonte de variacdo; QM = quadrado médio; CV = coeficiente de variacdo; TA = tempo de
armazenamento, P® = Promalin® ** significativo a 1 %, * significativo a 5 % e ™ ndo significativo pelo teste F.

Para o acesso de CPAC MJ-35-02 foi observado um efeito altamente
significativo do tempo de armazenamento das sementes e do regulador vegetal

Promalin® na porcentagem de emergéncia de plantulas (p<0,001). No houve efeito
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significativo da interacdo entre estas duas fontes de variacdo, indicando que esses
fatores atuam de forma independente (Tabela 4).
O uso do Promalin® em CPAC MJ-35-02 promoveu um aumento significativo

na porcentagem de emergéncia, de 17,00% para 29,09% (Tabela 5).

Tabela 5. Médias da porcentagem de emergéncia de plantulas (%) a partir de sementes
de Passiflora suberosa (CPAC MJ-35-02), P. hatschbachii (CPAC MJ-50-01), P.
sidifolia (CPAC MJ-16-02) e P. cincinnata, sem uso (SP®) e com uso do regulador
vegetal Promalin® (CP®). Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2016.

Acessos CPAC MJ-35-02 CPAC MJ-50-01 CPAC MJ-16-02 P. cincinnata

Promalin® Sp® CP® Sp® CP® Sp® CcpP® Sp® CpP®

Emergéncia 17,00b 29,02a 2,68b 38,64 a 13,02 b 17,02a 2,34b 9,66 a

Foi possivel ajustar uma equacdo de regressdo linear altamente significativa
(p<0,001) para a variavel porcentagem de emergéncia nos cinco tempos de
armazenamento das sementes do acesso CPAC MJ-35-02 (Figura 1). E com um
coeficiente de determinacédo indicando que o modelo explica grande parte da variagéo
total observada nos dados, sendo 86,78% (R?).

Marostega et al. (2015) avaliando P. suberosa, notaram que a imersdo das
sementes em agua destilada a 50°C por 5 minutos apresentou maior germinacgédo
(35,83%). Porém, o percentual de emergéncia observado no presente estudo foi superior
ao melhor percentual apontado por esses autores, indicando que o uso de regulador
vegetal € mais eficiente na superacdo da dorméncia observada nas sementes de P.
suberosa, apontando também que essa dorméncia, provavelmente, é uma dorméncia

fisioldgica ou quimica e esta relacionada ao balan¢o hormonal das sementes.
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Figura 1. Porcentagem de emergéncia de plantulas a partir de sementes de Passiflora suberosa (CPAC
MJ-35-02), P. hatschbachii (CPAC MJ-50-01) e P. sidifolia (CPAC MJ-16-02) em cinco tempos de
armazenamento das sementes. Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2016.

Para o acesso CPAC MJ-14-01 foi significativa (p<0,005) a interagdo entre o
tempo de armazenamento das sementes e 0 uso do regulador vegetal Promalin® (Tabela
4). Para a porcentagem de emergéncia desse acesso (CPAC MJ-14-01), ajustaram-se
equacdes de regressdo linear altamente significativa (p<0,001), e com coeficientes de
determinacdo indicando que o modelo explica a variacdo total dos dados 99,44 e

95,79% (R?), com e sem utilizacdo de regulador vegetal, respectivamente (Figura 2).
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Figura 2. Desdobramento da interacdo entre as fontes de variagdo, tempo de armazenamento das
sementes e utilizacdo do regulador vegetal Promalin® para a variavel porcentagem de emergéncia de
plantulas a partir de sementes de Passiflora caerulea (CPAC MJ-14-01) e P. maliformis (CPAC MJ-58-
01). Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2016.

A porcentagem de emergéncia de plantulas do acesso CPAC MJ-14-01 foi
decrescendo ao longo do tempo de armazenamento das sementes, tanto para o
tratamento testemunha (sem uso de regulador vegetal) quanto para o tratamento com
utilizacdo do regulador vegetal Promalin®.

Ferraz et al. (2014) trabalhando com P. edulis Sims, também observaram que ao
final do periodo de avaliagdo (50 dias), as doses de bioestimulante de 24 e 30 mL.kg?,
foram as que permitiram maior porcentagem de emergéncia de plantulas. Miranda et al.
(2009) relatam que as sementes de Passiflora spp. apresentam uma dorméncia do tipo
tegumentar e que provavelmente combinam dorméncias mecéanica e quimica. O que
torna ainda mais complexo o processo de superacdo da dorméncia das sementes das
espécies do género Passiflora. E provavel que os melhores métodos para superagio das
dorméncias das sementes de Passiflora spp., sejam alcangados com uma combinacao de
técnicas.

Para CPAC MJ-50-01 o tempo de armazenamento das sementes e o uso do
regular vegetal Promalin® produziu efeitos significativos sobre a emergéncia, porém,
ndo foi observado efeito significativo para a interacdo entre essas duas fontes de
variacdo, indicando que esses fatores agem de forma independente (Tabela 4). Com a
utilizacdo do regulador vegetal, a porcentagem de emergéncia de plantulas variou de

2,68 para 38,64%, com e sem a utilizagio do regulador vegetal Promalin® (Tabela 5).
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Para a fonte de variacdo tempo de armazenamento foi possivel ajustar uma
equacdo de regressdo linear altamente significativa (p<0,001), e com coeficiente de
determinacéo (R?) de 83,40% (Figura 1). Para o acesso CPAC MJ-50-01, a porcentagem
de emergéncia de plantulas, também foi decrescendo ao longo do periodo de
armazenamento das sementes.

N&o h& trabalhos de emergéncia de plantulas com a espécie P. hatschbachii, mas
nas condi¢des em que foi realizado o presente estudo, as sementes do acesso CPAC MJ-
50-01, apresentaram uma reducao no percentual de emergéncia de plantulas ao longo do
armazenamento de suas sementes. Fazem-se necessarios mais estudos, com essa
espécie, especialmente em relacdo ao tipo de embalagem, em que serdo acondicionadas
as sementes, visto que, essa pode auxiliar na melhor conservacdo das sementes, € no
estudo, utilizou-se para todos os acessos embalagem de papel, e essa permite troca de
umidade com o ambiente, e essa troca pode acelerar a deterioracdo das sementes.

Para CPAC MJ-58-01 a interacdo entre tempo de armazenamento das sementes e
uso do regulador vegetal Promalin® foi significativa, indicando que para a porcentagem
de emergéncia de plantulas nessa espécie os fatores agem em conjunto (Tabela 4). Para
esse acesso (CPAC MJ-58-01) foi possivel ajustar equacbes de regressdo linear
altamente significativa (p<0,001) para a fonte de variacdo tempo de armazenamento das
sementes. E com coeficientes de determinacdo (R?) explicando 97,06% (sem regulador
vegetal) e 82,35% (com uso de regulador vegetal Promalin®) da variacio total dos
dados de porcentagem de emergéncia de plantulas (Figura 2).

A maior porcentagem de emergéncia de plantulas para o acesso CPAC MJ-58-01
foi apresentada pelas sementes recém-coletadas, tanto para o tratamento sem a
utilizacdo do regulador vegetal, quanto para o tratamento com uso do Promalin®. A
porcentagem de emergéncia de plantulas para esse acesso foi decrescendo ao longo do
periodo de armazenamento das sementes. Com a utilizagdo do regulador vegetal
Promalin® foi observado as maiores porcentagens de emergéncia de plantulas até os 12
meses de armazenamento das sementes em comparagao com as sementes que ndo foram
tratadas com o regulador vegetal.

Esses resultados indicam que para o acesso CPAC MJ-58-01, caso as sementes
sejam colocadas para germinar assim que ocorrer a coleta das mesmas, ndo ha
necessidade do uso do regulador, o que pode resultar em reducdo dos custos para

propagacao dessa espécie. Porém, se ndo for possivel, e 0 armazenamento das sementes
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seja necessario, o uso do Promalin® é importante para uma promogao no percentual de
emergéncia das sementes armazenadas.

Assim como no presente estudo, Santos et al. (2016) observaram que sementes
recém-colhidas de P. alata, P. cincinnata, P. edulis, P. gibertii e P.setacea apresentam
emergéncia mais elevada e mais rapida, com uso de regulador vegetal.

Para CPAC MJ-16-02, o tempo de armazenamento e o uso do Promalin® foram
significativos. E ndo houve efeito significativo para a interacéo entre essas duas fontes
de variacdo, indicando que 0s mesmos agem separadamente (Tabela 4). Com a
utilizacdo do regulador vegetal, a maior média de porcentagem de emergéncia foi
observada com a utilizagdo do Promalin® (17,02%), enquanto com o tratamento sem a
utilizacdo do regulador vegetal, observou-se uma porcentagem de emergéncia de
plantulas de 13,02%, inferior ao tratamento com Promalin® (Tabela 5).

Com a fonte de variacdo tempo de armazenamento das sementes foi possivel
ajustar equacdo de regressao linear altamente significativa (p<0,001) para a variavel
porcentagem de emergéncia de plantulas do acesso CPAC MJ-16-02 (Figura 1). E com
um coeficiente de determinacdo (R?) explicando 85,36% da variacéo total dos dados. A
porcentagem de emergéncia de plantulas foi decrescendo ao longo do periodo de
armazenamento. Assim como foi observado para 0s acessos ja citados, as sementes
devem ser coletadas e colocadas para germinar o mais rapido possivel, pois elas vao
perdendo a viabilidade ao longo do periodo de armazenamento, como foi observado no
presente estudo com embalagem de papel.

Para P. cincinnata observa-se na tabela 4, que a fonte de variagdo, uso do
regulador vegetal Promalin® foi altamente significativa pelo teste F da analise de
variancia (p<0,001). Nao houve efeito significativo para o tempo de armazenamento e
para a interacdo entre as duas fontes de variacdo, indicando que 0s mesmos agem de
forma independente. Com a utilizacdo do regulador vegetal Promalin® o percentual de
emergéncia de plantulas foi de 9,66% diferindo pelo teste F da andlise de variancia do
tratamento sem a utilizacdo do regulador vegetal (2,34%) (Tabela 5). Para P. cincinnata
ndo foi possivel ajustar equacdo de regressdo, pois, a fonte de variacdo tempo de
armazenamento das sementes ndo apresentou efeito significativo. 1sso ocorreu
certamente pelo elevado valor de coeficiente de variacdo (CV%) que foi observado para
a variavel porcentagem de emergéncia dessa espécie. Esse alto CV (63,21%) ¢
decorrente provavelmente da grande variabilidade existente nessa espécie, que neste

caso, foi expressado pela porcentagem de emergéncia de plantulas.
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Os valores de porcentagem de emergéncia das plantulas observados no presente
estudo foram superiores aos relatados por Zucareli et al. (2009) de 14,4%.
Corroborando os resultados para baixa porcentagem de emergéncia do P. cincinnata,
Santos et al. (2016) relataram valores inferiores ao presente estudo (3,67%).

O teste de tetrazdlio realizado comprovaram os resultados observados na
emergéncia das sementes armazenadas. As sementes dos acessos de P. alata, ndo
apresentaram viabilidade. Os acessos de P. suberosa (CPAC MJ-35-02), P. caerulea
(CPAC MJ-14-01), P. hatschbachii (CPAC MJ-50-01), P. maliformis (CPAC MJ-58-
01), P. sidifolia (CPAC MJ-16-02) e P. cincinnata apresentaram 20, 5, 24, 29,9 e 8 %
de sementes viaveis, respectivamente. Todos esses valores muito proximos aos valores
apresentados por esses acessos no teste emergéncia ao final de 12 meses de

armazenamento.

7.4 CONCLUSAO

As sementes dos acessos P. alata e P. maliformis devem ser colocadas para
germinar logo apos a colheita sem necessidade do regulador vegetal. As sementes do
acesso de P. suberosa podem ser armazenadas até seis meses e deve-se utilizar
regulador vegetal. As sementes dos acessos de P. caerulea podem ser armazenadas por
até quatro meses e P. hatschbachii deve ser armazenada até seis meses e usar regulador.
As sementes de do acesso de P. sidifolia devem ser colocadas a germinar logo apods a
colheita, com uso do regulador. As sementes do acesso de P. cincinnata mostraram uma
baixa porcentagem de germinacdo e uma baixa uniformidade no processo germinativo,
tipico de muitas passifloras. De modo geral 0 uso do Promalin® promove um maior

percentual de emergéncia de plantulas.
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AVALIACAO DOS DESCRITORES UTILIZADOS EM ENSAIOS DE DHE NA
CARACTERIZACAO DE SELECOES DE ESPECIES DE Passiflora spp. COM
POTENCIAL COMERCIAL

Resumo: Neste estudo, objetivou-se avaliar os descritores utilizados em ensaios de
DHE recomendados pelo Servico Nacional de Protecdo de Cultivares na caracterizacao
de selecBes de espécies de Passiflora spp. com potencial comercial. O estudo foi
realizado na Unidade de Apoio da Fruticultura e no Laboratério de Analises de
Alimentos da Embrapa Cerrados, no qual foram caracterizados nove sele¢es de
especies silvestres de Passiflora spp. e trés selecdes de Passiflora edulis. A
caracterizacdo das selecdes de Passiflora spp. e de Passiflora edulis foi realizada
utilizando 35 e 28 descritores, respectivamente, utilizando os descritores especificos
para cada grupo preconizados pelo Servico Nacional de Protecdo de cultivares do
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento. Os descritores utilizados foram
capazes de diferenciar as diferentes selecdes, bem como, separar de forma clara os
subgéneros Decaloba e Passiflora. Esses descritores sdo utilizados nos processos de
protecdo de cultivares, mas podem e devem ser utilizados nas diferentes etapas dos
programas de melhoramento, especialmente, quando o programa ja apresentar selecbes
avancadas geneticamente melhoradas. Os descritores morfoagrondmicos podem ser
uteis na diferenciacao das selecdes ao longo das etapas dos programas de melhoramento
genético de cada espécie do género Passiflora. Os descritores sdo eficazes na
diferenciacdo das selecdes tanto de espécies silvestres de Passiflora spp. quanto da
espécie P. edulis.

Palavras-chave: protecdo de cultivares, variabilidade genética, melhoramento genético
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EVALUATION OF THE DESCRIPTORS USED IN DUS TESTS IN THE
CHARACTERIZATION OF SELECTIONS OF SPECIES OF Passiflora spp.
WITH COMMERCIAL POTENTIAL

Abstract: The objective of this study was to evaluate the descriptors used in DHS
(Distinguishability, Homogeneity and Stability) tests recommended by the National
Plant Variety Protection Service in the characterization of Passiflora spp. and
Passiflora edulis selections with commercial potential. The study was carried out at the
Fruit Support Unit and Food Analysis Laboratory at the Embrapa Cerrados. Nine
selections of Passiflora spp wild species and three selections of Passiflora edulis were
characterized. The characterization of the Passiflora spp. and Passiflora edulis
selections was carried out using 35 and 28 descriptors, respectively. These descriptors
are part of a list of minimum morphological descriptors recommended by National Plant
Variety Protection Service for characterization of each group of Passiflora species and
varieties. The descriptors used were able to differentiate the different selections, as well
as to clearly separate the subgenus Decaloba and Passiflora. These descriptors are used
in the in DHS tests, but they can be used in the different stages of breeding programs,
especially when the program already presents advanced genetically improved selections.
The morphological descriptors may be useful in the characterization of selections
obtained along the stages of the breeding programs of each Passiflora species. The
descriptors are effective in the differentiation of the selections of both wild species of

Passiflora and P. edulis.

Key words: variety protection, genetic variability, genetic improvement.
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8.1. INTRODUCAO

O maracujazeiro (Passiflora spp.) possui grande variabilidade genética e
algumas espécies silvestres tém potencial para contribuir muito com o melhoramento
genético de espécies comerciais por apresentarem resisténcia a doencas ou pragas, para
uso como porta-enxerto, longevidade, maior adaptacdo a condi¢des climaticas adversas,
periodo de florescimento ampliado, maior concentracdo de componentes quimicos
interessantes para a industria farmacéutica e outras potencialidades, quase todas, ainda
inexploradas (Faleiro et al., 2015; 2013).

Além do uso como fonte de variabilidade genética no melhoramento, Faleiro et
al. (2015; 2013; 2011) relatam o potencial agrondmico na producdo de frutos das
espécies P. alata, P. setacea, P. nitida, P. tenuifila, P. cincinnata, P. quadrangularis e
P. maliformis para o mercado de frutas frescas, na producdo de matéria-prima para
doces e sorvetes e também substancias bioativas com propriedades medicinais. Mais
recentemente, a equipe envolvida no melhoramento genético das Passifloras da
Embrapa Cerrados e parceiros tem observado o potencial comercial de outras espécies
do género Passiflora como a P. auriculata, P. biflora, P. capparidifolia, P. sidifolia e P.
edulis (nativo).

O maracujazeiro € uma cultura que tem grande importancia tanto econémica
quanto social para o Brasil, entretanto, apesar do cultivo comercial do maracujazeiro ser
realizado ha mais de 40 anos, as primeiras cultivares de maracujazeiro foram lancadas
ha aproximadamente 15 anos (MELETTI, 2011; FALEIRO et al., 2011a) e a primeira
cultivar silvestre foi lancada em 2013, a BRS Pérola do Cerrado (EMBRAPA, 2017a) e
segunda foi lancada em 2016, a BRS Sertdo Forte (EMBRAPA, 2017b). Vérias espécies
apresentam potencial comercial, de modo que é necessario incrementar 0 nimero de
cultivares no sistema de registro nacional de cultivares do Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento (MAPA) para serem efetivamente disponibilizadas para a
sociedade.

A Lei de Protecdo de Cultivares criou, no ambito do Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento, o Servico Nacional de Protecdo de Cultivares (SNPC).
Dentre as diversas competéncias que lhe sdo atribuidas, destacam-se a analise de
requerimentos e a outorga dos certificados de protecdo aos obtentores. E funcdo do
SNPC manter a base de dados e conservar as amostras vivas para fins de fiscalizacéo,
além de monitorar as caracteristicas originais de cultivares protegidas no territorio
nacional (AVIANI, 2011).
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Para o processo de protecdo de cultivares, o Servico Nacional de Protecdo de
Cultivares estabeleceu e publicou um conjunto de instrugdes oficiais para realizacdo de
testes de distinguibilidade, homogeneidade e estabilidade (DHE) de cultivares de
maracujazeiro-azedo (Passiflora edulis Sims) e silvestre (Passiflora spp.).

A utilizacdo dos descritores morfologicos pode ser uma das maneiras mais
répidas e pouco dispendiosa para mensurar a diversidade genética de maracujazeiro.
Caracteres qualitativos e quantitativos de facil deteccdo, com alta herdabilidade e que
sofram pouca variacdo ambiental, sdo utilizados a fim de diferenciar os acessos,
selecdes e cultivares. Neste trabalho, objetivou-se avaliar os descritores utilizados em
ensaios de DHE recomendados pelo Servico Nacional de Protecdo de Cultivares na
caracterizagdo de selegdes de espécies de Passiflora spp. com potencial comercial.

8.2 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado na Unidade de Apoio da Fruticultura e no Laboratorio de
Andlises de Alimentos da Embrapa Cerrados, em Planaltina-DF. Foram caracterizadas
12 selecBes de Passiflora spp. obtidas pelo programa de melhoramento genético do
maracujazeiro realizado na Embrapa Cerrados em parceria com diferentes instituicoes
(Tabela 1). As plantas de cada selecdo conservadas in vivo foram clonadas via estaquia
para producdo das mudas. As mudas de cada selecdo foram cultivadas no campo no
sistema de espaldeira vertical, seguindo as recomendacfes técnicas da cultura quanto a

adubacdo, irrigacdo e controle fitossanitario.

Tabela 1. Descricdo das 12 selecbes de Passiflora spp. caracterizados no estudo,
Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2017.

Selecéo Espécie Cédigo PMGM
"1 Passiflora setacea DC., 1828 (BRS Pérola do Cerrado) BRS PC
2 Passiflora auriculata Kunth, 1817 SPA
3 Passiflora maliformis Vell., 1831 SPM
4 Passiflora quadrangularis Triana & Planch, 1873 SPQ
5 Passiflora nitida Kunth, 1817 (Cerrado) SPNC
6 Passiflora sidifolia M. Roem., 1846 SPS
7 Passiflora biflora Domb. ex Triana & Planch., 1873 SPB
"8 Passiflora phoenicea Lindl., 1833 SPP
9 Passiflora nitida Kunth, 1817 (Amaz6nia) SPNA

10  Passiflora edulis Sims, 1818 (BRS Gigante Amarelo) BRS GA1
™11  Passiflora edulis Sims, 1818 (Roxo Nativo) SPERN
™12  Passiflora edulis Sims, 1818 (Amarelo Nativo) SPEAN

“Utilizou-se para caracterizagdo os descritores ilustrados no Manual pratico contendo 35 descritores de ramos-folhas, flores e frutos
utilizados em ensaios de distinguibilidade, homogeneidade e estabilidade (DHE) de cultivares de maracujazeiro-doce, ornamental,
medicinal, incluindo espécies silvestres e hibridos interespecificos (JESUS et al., 2016a). ™ Utilizou-se para caracterizagdo os
descritores ilustrados no Manual pratico contendo 28 descritores de ramos-folhas, flores e frutos utilizados em ensaios de DHE de
cultivares de maracujazeiro-azedo (Passiflora edulis Sims) (JESUS et al., 2016b).
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Para as selecdes de Passiflora spp. utilizou-se como cultivar exemplo, a cultivar
de maracujazeiro silvestre, BRS Pérola do Cerrado (BRS PC), enquanto, para as
selecOes de P. edulis, a cultivar exemplo foi a BRS Gigante Amarelo (BRS GAL).

As selecdes de Passiflora spp. foram caracterizados utilizando os 35 descritores
(Tabela 2) preconizados pelo SNPC com o auxilio do manual pratico de aplicacdo de
descritores de Passiflora spp. publicados por Jesus et al. (2016a). As selecOes de P.
edulis foram caracterizados utilizando os 28 descritores preconizados pelo SNPC com o
auxilio do manual pratico de aplicacdo de descritores de Passiflora edulis publicados
por Jesus et al. (2016b). (Tabela 3). Para a aplicacdo dos descritores nos dois casos,
foram coletados dados com base nas estruturas encontradas no terco médio de cada
planta. A definicdo da classe fenotipica de cada descritor foi baseada na avaliacdo de
pelo menos 12 folhas, flores ou frutos de pelo menos doze plantas de cada acesso, como
estabelecido nas instru¢Ges normativas publicadas pelo SNPC.

As distancias genéticas entre os nove acessos de Passiflora spp. foram estimadas
com base em todos os 35 descritores morfoagrondmicos e para os trés acessos de P.
edulis foram estimadas com base nos 28 descritores morfoagrondmicos da espécie. As
distancias foram estimadas para cada grupo separadamente e foram baseadas no
complemento do indice de coincidéncia simples com auxilio do programa
computacional Genes (CRUZ, 2013).

Com base nas matrizes de distancias genéticas foram realizadas analises de
agrupamento dos acessos via dendrograma, utilizando como critério de agrupamento o
método da ligacdo média entre grupos ndo ponderados, UPGMA (Unweighted Pair-
Group Method using Arithmetic Avarages). Foi realizada também a dispersdo gréfica
baseada em escalas multidimensionais usando o método das coordenadas principais,
com auxilio dos Programas SAS (SAS INSTITUTE INC., 2008) e Statistica
(STATSOFT INC., 2005).

8.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As caracterizagOes de todas as selecOes de Passiflora spp. com base em 35
descritores e das trés selecBes de Passiflora edulis Sims com base em 28 descritores sdo
apresentadas nas Tabelas 2 e 3, respectivamente. Com a utilizacdo dos 35 descritores de
Passiflora spp. preconizados pelo SNPC, observa-se na matriz de dissimilaridade
genética entre as selecdes de Passiflora spp. que as distancias genéticas variaram de

0,23 a 0,80 (Tabela 4). A menor distancia (0,23) foi observada entre as selecBes de P.
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nitida do Cerrado e P. nitida da Amazonia. Essas duas selecdes sdo da mesma espeécie,

porém obtidas de populacGes coletadas em regides diferentes, que, morfologicamente,

diferem muito no tamanho do fruto e da flor. A selecdo do Cerrado apresenta maior

tamanho de flor e fruto. As folhas da selecao de P. nitida do Cerrado também apresenta

planta com folhas maiores.

Tabela 2. Descritores morfoagrondmicos (35) preconizados pelo SNPC, para realizagéo

de ensaios de DHE de espécies silvestres de Passiflora spp., com suas respectivas

classes fenotipicas ou categorias, e caracterizacdo da cultivar exemplo (BRS Pérola do
Cerrado — BRS PC), SPA — Selecdo P. auriculata, SPM — Selecdo P. maliformis, SPQ —
Selecdo P. quadrangularis, SPNC — Selecdo P. nitida (Cerrado), SPS — Selecdo P.
sidifolia, SPB — Selecdo P. biflora, SPP — Selecdo P. phoenicea e SPNA — Sele¢édo P.

nitida (Amazo6nia). Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2017.

Identificacdo | Cddigo BRS
Caracteristica da, _ de cz_id? PC SPA | SPM | SPQ | SPNC | SPS | SPB | SPP | SPNA
caracteristica | descri¢do
1. Ramo: verde-clara 1
coloracédo verde-escura 2
predominante | verde- 3 1 2 3 1 2 1 3 3 2
PQ VG (a) arroxeada 4
roxa
2. Limbo muito curto 1
foliar: curto 2
comprimento | médio 3 3 3 3 5 4 1 2 2 3
QN MI (b) (+) |longo 4
muito longo 5
3. Limbo muito estreita 1
foliar: largura | estreita 2
maxima média 3 3 3 3 4 4 1 4 2 2
QN Ml (b) (+) | larga 4
muito larga 5
4. Limbo lanceolada 1
foliar: forma | ovada 2
predominante | cordada 3
PQ VG (b) (+) | oblonga 4
eliptica 5 6 3 4 5 5 7 7 3 5
fendida 6
partida 7
seccionada 8
5. Limbo inteira 1
foliar: divisdo | bilobada 2
predominante | trilobada 3
PQ VG (b) (+) | pentalobada 4 3 ! ! 1 ! ! 2 ! !
hexalobada 5
heptalobada 6
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6. Limbo ausente 1
foliar: sinus presente 2 1
QL VG (b) (+)
7. Somente Rasa 1
cultivares com | média 2
presenca de profunda 3
sinus: Limbo
foliar:
profundidade
do sinus
QN VG (b) (+)
8. Limbo ausente 1
foliar: presente 2 1
pilosidade
QL VG (b)
9. Limbo ausente 1
foliar: bulado | presente 2 2
QL VG (b)
10. Peciolo: curto 1
comprimento | médio 2 1
QN Ml (b) (+) |longo 3
11. Peciolo: adjacente ao 1
posicdo limbo foliar
predominante | préximo ao 2
dos nectarios | meio do
QL VG (b) (+) | peciolo 1
adjacente ao 3
ramo
distribuidos 4
ao longo do
peciolo
12. Flor: matutino 1
periodo vespertino 2
predominante | noturno 3 1
da antese
PQ VG (c)
13. Flor: curto 1
comprimento | médio 2 5
da bréctea longo 3
QN Ml (c) (+)
14. Flor: curto 1
comprimento | médio 2 )
da sépala longo 3
QN MI (¢) (+)
15. Flor: estreita 1
largura da média 2 )
sépala larga 3
QN M (c) (+)
16. Flor: curto 1
comprimento | médio 2 )
da pétala longo 3
QN M (c) (+)
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17. Flor: branca 1
coloracéo rosada 2
predominante |rosa- 3
das sépalas e | avermelhada
pétalas vermelho- 4
PQ VG (c) (#) |clara
vermelha 5 1
vermelho- 6
arroxeada
roxa 7
azul- 8
arroxeada
azul 9
18. Flor: Muito- 1
diametro pequeno
QN MI (c) (+) | pequeno 2
i 2
médio 3
grande 4
muito grande 5
19. Flor: Muito- 1
didmetro da pequeno
corona pequeno 2 2
(fimbrias) médio 3
QN Ml (c) (+) |grande 4
muito grande 5
20. Flor: branca 1
coloracéo rosada 2
predominante | vermelha 3
da corona vermelho- 4
(fimbrias) arroxeada 6
PQ VG (c) roxa 5
azul- 6
arroxeada
azul 7
21. Flor: lisos 1
filamentos ondulados 2
mais longos da 2
corona
(fimbrias)
QL VG (c) (+)
22. Flor: ausente 1
anel(éis) um 2
colorido(s) nos | mais de um 3
filamentos
. 3
mais longos da
corona
QL VG (c) (#)
+)
23. Flor: muito curto 1
comprimento | curto 2
do médio 3 3
androginéforo | longo 4
QN Ml (c) (+) | muito longo 5
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24. Flor: ausente ou 1
antocianina no | fraca 1
androginéforo | média 2
QL VG (c) forte 3
25. Flor: ausente ou 1
antocianina no | fraca 1
filete média 2
QL VG (¢) forte 3
26. Flor: ausente ou 1
antocianina no | fraca 1
estilete média 2
QL VG (¢) forte 3
27. Flor: aplanada 1
forma do campanulada 2 2
hipanto cilindrica 3
PQ VG (c) (+)
28. Fruto: muito curto 1
comprimento | curto 2
QN MI (d) (+) | médio 3 3
longo 4
muito longo 5
29. Fruto: muito estreita 1
largura estreita 2
ON Ml (d) (+) | média 3 3
larga 4
muito larga 5
30. Fruto: oval 1
forma oblonga 2
PQ VG (d) (+) | arredondada 3
oblata 4 1
elipsoide 5
fusiforme 6
oboval 7
piriforme 8
31. Fruto: verde 1
coloracéao amarelo-
predominante | esverdeada 2
da casca amarela 3
(epiderme) laranja 4 3
PQ VG (d) rosada 5
vermelho- 6
alaranjada
vermelha 7
roxa 8
32. Fruto: muito fina 1
espessurada | fina 2
casca média 3 3
QN MI (d) (+) | espessa 4
muito espessa 5
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33. Fruto: esbranquicada 1
coloracdo da | amarelo- 2
polpa esverdeada
PQ VG (d) (+) | amarela 3
amarelo- 4 > |13 |1] 1 |2|1]a4] 1
alaranjada
alaranjado- 5
escura
vermelha 6
roxa 7
34. Fruto: teor | muito baixo 1
de sélidos baixo 2
solliveis totais | médio 3 4 3 4 3 5 4 4 4 5
QN MG (d) alto 4
(+) muito alto 5
35. Fruto: pequeno 1
tamanho da médio 2 5 1 2 3 2 1 1 2 2
semente grande 3
QN MI (d) (+)

Tabela 3. Descritores morfoagrondmicos (28) preconizados pelo SNPC, para realizagédo

de ensaios de DHE de Passiflora edulis Sims, com suas respectivas classes fenotipicas

ou categorias, e caracterizacao da cultivar exemplo (BRS GAL) e dos acessos SPERN —

Selecdo P. edulis ‘roxo nativo’ e SPEAN — P. edulis ‘amarelo nativo’. Embrapa
Cerrados, Planaltina, DF, 2017.

Identificacdo | Cddigo Cultivar
Caracteristica da, . de ng? exemplo SPERN SPEAN
caracteristica | descricdo
1. Ramo: coloragdo predominante | verde-clara 1
PQ VG (a) verde-escura 2
verde- 3 3 3 3
arroxeada
roxa 4
2. Limbo foliar: comprimento muito curto 1
QN MI (b) (+) curto 2
médio 3 2 3 3
longo 4
muito longo 5
3. Limbo foliar: largura maxima muito estreita 1
QN MI (b) (+) estreita 2
média 3 3 4 4
larga 4
muito larga 5
4. Limbo foliar: forma rasa 1
predominante dos sinus média 2 2 2 2
QN VG (b) (+) profunda 3
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5. Limbo foliar: bulado ausente 1
QL VG (b) presente 2
6. Peciolo: comprimento muito curto 1
QN Ml (b) (+) curto 2
médio 3
longo 4
7. Peciolo: posigéo predominante | adjacentes ao 1
dos nectarios limbo foliar
QL VG (b) (+) distantes do 2
limbo foliar
8. Flor: comprimento da bractea curto 1
QN Ml (c) (+) médio 2
longo 3
9. Flor: comprimento da sépala curto 1
QN Ml (c) (+) médio 2
longo 3
10. Flor: largura da sépala estreita 1
QN Ml (c) (+) média 2
larga 3
11. Flor: diametro muito pequeno 1
QN Ml (c) (+) pequeno 2
médio 3
grande 4
muito grande 5
12. Flor: diametro da corona muito pequeno 1
(fimbrias) pequeno 2
QN Ml (c) (+) médio 3
grande 4
muito grande 5
13. Flor: filamentos mais longos da | lisos 1
corona (fimbrias) ondulados 2
QL VG (c) (+)
14. Flor: anéis coloridos nos ausente 1
filamentos da corona presente 2
QL VG (¢)
15. Somente cultivares com estreita 1
presenca de anéis coloridos: Flor: | média 2
largura dos anéis coloridos nos larga 3
filamentos da corona
QN MI (c) (+)
16. Somente cultivares com roxo claro 1
presenca de anéis coloridos: Flor: | roxo médio 2
intensidade da coloracdo roxo escuro 3

predominante do(s) anel(éis)
coloridos nos filamentos da corona
QN VG (c) (#)
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17. Flor: comprimento do muito curto 1
androginéforo curto 2
QN Ml (c) (+) médio 3
longo 4
muito longo 5
18. Flor: antocianina no ausente ou 1
androginéforo fraca 2
QL VG (¢) (+) média 3
forte
19. Flor: antocianina no filete ausente ou 1
QL VG (¢) fraca 2
média 3
forte
20. Flor: antocianina no estilete ausente ou 1
QL VG (c) fraca 2
média 3
forte
21. Fruto: comprimento muito curto 1
QN M1 (d) (+) curto 2
médio 3
longo 4
muito longo 5
22. Fruto: largura muito estreita 1
QN MI (d) (+) estreita 2
média 3
larga 4
muito larga 5
23. Fruto: relacdo muito baixa 1
comprimento/largura baixa 2
QN Ml (d) média 3
alta 4
muito alta 5
24. Fruto: forma predominante oval 1
PQ VG (d) (+) oblonga 2
arredondada 3
oblata 4
elipsoide 5
oboval 6
25. Fruto: coloragdo predominante | amarela 1
da casca (epiderme) vermelho- 2
PQ VG (d) alaranjada
vermelha 3
roxa 4
26. Fruto: espessura da casca fina 1
QN MI (d) (+) média 2
espessa 3
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27. Fruto: coloragdo da polpa esbranquicada 1
PQ VG (d) (+) amarelo- 2
esverdeada
amarela 3
alaranjado 4 3 4 4
claro
alaranjado- 5
escura
28. Fruto: teor de sélidos sollveis | muito baixo 1
totais baixo 2
QN MG (d) (+) médio 3 3 4 4
alto 4
muito alto 5

"A caracterizagio da cultivar exemplo (BRS GAL1) corresponde a posi¢io da mesma em cada categoria em cada descritor utilizado.

A maior distancia genética (0,80) foi observada entre a sele¢do de P. biflora e a
cultivar exemplo (BRS PC) e a selecdo de P. quadrangularis. P. biflora é uma espécie
do género Passiflora e do subgénero Decaloba, esse Gltimo, tem como principais
caracteristicas apresentar plantas de porte pequeno, flores pequenas e folhas bilobadas
(MILWARD-DE-AZEVEDO et al. 2010). Os frutos da espécie P. biflora também séo

pequenos e apresentam um numero elevado de sementes, com baixo rendimento de

polpa.

Tabela 4. Matriz de dissimilaridade genética entre nove acessos de Passiflora spp.,
calculadas com base no complemento do coeficiente de coincidéncia simples, utilizando
35 descritores morfoagrondmicos preconizados pelo SNPC. Embrapa Cerrados,
Planaltina, DF, 2017.

Acessos 2 3 4 5 6 7 8 9
1 0,71 0,57 0,71 0,69 0,54 0,80 0,74 0,63
2 0,69 0,77 0,69 0,66 0,54 0,77 0,69
3 0,54 0,40 0,60 0,77 0,46 0,46
4 0,49 0,63 0,80 0,51 0,51
5 0,60 0,74 0,43 0,23
6 0,63 0,66 0,54
7 0,66 0,71
8 0,46

Legenda: 1 - BRS PC — BRS Pérola do Cerrado (cultivar exemplo), 2 — Selecdo P. auriculata, 3 — Sele¢do P. maliformis, 4 —
Selecéo P. quadrangularis, 5 — Selecéo P. nitida (Cerrado), 6 — Selecédo P. sidifolia, 7 — Selecdo P. biflora, 8- Sele¢do P. phoenicea
e 9 - Selegdo P. nitida (Amazonia).

A cultivar exemplo (BRS PC) possui folha trilobada, com frutos de tamanho
médio e com espessura de casca fina. Apresenta flores de tamanho médio com

coloragéo branca e de antese noturna. Enquanto, P. quadrangularis apresenta plantas
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maiores, com folhas inteiras, de tamanho grande (> 16 cm), possui também flores de
tamanho grande. Os frutos de P. quadrangularis podem pesar de 1 a 3 kg, possuem um
bom rendimento de polpa, com a casca muito espessa (> 1,5 cm).

Muschner et al. (2012) estudando a filogenia, divergéncia do género Passiflora e
a diversificacdo de seus quatro subgéneros, avaliaram um total de 106 espécies
amplamente distribuidas, com amostras representativas dos quatro subgéneros. Assim
como no presente estudo, também encontraram relativa distancia entre o subgénero
Decaloba e o subgénero Passiflora. Esses resultados refor¢cam a clara separacao entre 0s
subgéneros.

No resultado da anélise de agrupamento ilustrado pelo dendrograma (Figura 1),
quando se adota como ponto de corte a distancia genética de 0,4 observa-se a separagao
de todos os acessos e da cultivar exemplo (BRS PC), com excecdo dos acessos das
selecdes de P. nitida do Cerrado e da Amazénia.

Esse resultado reforca a coeréncia e adequacdo dos descritores do SNPC para a
diferenciacdo de cultivares de Passiflora spp. Quando se adota uma menor distancia
genética como ponto de corte do dendrograma, por exemplo, 0,2; observa-se a
separacdo de todos 0s acessos estudados, inclusive as selecdes de P. nitida, que sdo 0s
acessos mais proximos por serem da mesma espécie. Entre essas duas seleces de P.
nitida (Cerrado e Amazoénia) ha diferencas mais marcantes quanto ao tamanho de fruto
e flor.

No grafico de dispersdao (Figura 1), observa-se que todos 0s acessos
caracterizados utilizando os descritores do SNPC ficaram distribuidos, distantes entre si,
inclusive bem dispersos em relacgdo a cultivar exemplo (BRS PC).

Os descritores morfoagronémicos preconizados pelo SNPC utilizados na
caracterizacdo dos acessos das selecdes de Passiflora spp. foram capazes de diferenciar
todas as selecGes, bem como, separar de forma clara os subgéneros Decaloba e
Passiflora. Esta alta dissimilaridade genética entre acessos desses dois subgéneros
possibilita a utilizacdo dos mesmos como grupos divergentes no estudo de espécies do
género Passiflora.

Assim como no presente estudo, porém, com um menor nimero de descritores
(11) e menor numero de espécies (6), Viana et al. (2010) verificaram uma ampla
variacdo morfologica inter e intraespecifica, obtendo uma clara separacéo das espécies

estudadas.
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Figura 1. Andlise de agrupamento e dispersao grafica de nove acessos de Passiflora spp., com base na
matriz de dissimilaridade genética calculada utilizando 35 descritores morfoagronémicos. O método do
UPGMA foi usado como critério de agrupamento. O valor do coeficiente de correlacdo cofenética (r) é de
0,88. Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2017. Legenda: 1 - BRS PC — BRS Pérola do Cerrado (cultivar exemplo), 2 —

Selecéo P. auriculata, 3 — Selecdo P. maliformis, 4 — Seleg¢do P. quadrangularis, 5 — Sele¢éo P. nitida (Cerrado), 6 — Selecédo P.
sidifolia, 7 — Selecéo P. biflora, 8- Selecdo P. phoenicea e 9 - Selegéo P. nitida (Amazonia).

Quanto a utilizacao dos descritores do SNPC para a caracterizacdo das selecfes
de P. edulis, observou-se uma menor distancia (0,14) entre as selecdes de P. edulis
(roxo nativo) e P. edulis (amarelo nativo) (Tabela 5). A cultivar exemplo (BRS GA1l)
apresentou a mesma distancia genética (0,61) em relacdo as duas selecBes de P. edulis.
As selecdes de P. edulis nativos apresentam um menor comprimento do peciolo da
folha, um menor tamanho de flor, com menor comprimento de bractea e menor
didmetro da flor, assim como, anel colorido nos filamentos da corona mais estreitos,

quando comparados a cultivar exemplo (BRS GA1).

Tabela 5. Matriz de dissimilaridade genética entre trés acessos de Passiflora edulis
Sims, calculadas com base no complemento do coeficiente de coincidéncia simples,
utilizando 28 descritores morfoagronémicos preconizados pelo SNPC para P. edulis
Sims. Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2017.

ACessos 11 12
10 0,61 0,61
11 0,14

Quanto as caracteristicas de fruto, os acessos das sele¢fes de P. edulis nativos
apresentam frutos de tamanho pequeno, com formato arredondado, de coloragdo da
polpa alaranjado claro, com alto teor de sélidos soltveis (>13 a 17° Brix). A cultivar
exemplo (BRS GA1) apresenta frutos grandes e de formato elipsoide, de coloragéo de

polpa amarela, com teor de sélidos sollveis médio (10 a 13° Brix). Para a cultivar
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exemplo (BRS GAL), os valores de solidos soluveis encontrados foram bem proximos
aos valores relatados por Flores et al. (2011), em estudo de caracterizacdo fisico-
quimica de frutos de maracujazeiro P. edulis, que observaram que os sélidos solUveis
variando de 13,1 a 15,5 °Brix.

Pela analise de agrupamento ilustrada pelo dendrograma de dissimilaridade
(Figura 2), observa-se que quando se adota como ponto de corte do gréafico a distancia
genética de 0,1; tem-se a separacdo de todas as selecOes estudadas. Ao adotar um valor
mais flexivel de distancia, como por exemplo, 0,4; observa-se o agrupamento das
selecdes de P. edulis roxo nativo e amarelo nativo.

Uma caracteristica importante e que serviu para diferenciar a selecdo P. edulis
(roxo nativo) das demais selecbes de P. edulis Sims foi o menor comprimento do
androgindforo. A reducdo dessa estrutura € uma caracteristica de interesse e objetivada
em programas de melhoramento genético do maracujazeiro-azedo (JUNQUEIRA et al.,
2006). Um menor comprimento do androgin6foro em selegcBes de maracujazeiro-azedo
permite que as abelhas meliferas (Apis melifera L.) fagam a polinizacéo das flores. Em
pomares comerciais de maracuja onde sdo utilizadas cultivares com tamanho de
androgindforo longo, estas abelhas sdo consideradas pragas para a cultura, porque
coletam o polen, mas néo realizam efetivamente a polinizacéo.

O resultado observado pela anélise de agrupamento evidencia a eficiéncia dos
descritores do SNPC para a diferenciacdo de todas as selecdes. Esses descritores sdo
utilizados nos processos de protecdo de cultivares, mas podem e devem ser utilizados
nas diferentes etapas dos programas de melhoramento, especialmente, quando o
programa ja apresenta selecBes avancadas de melhoramento genético. Os descritores
morfoagrondmicos podem ser Uteis para a diferenciacdo das selecdes ao longo das
etapas dos programas de melhoramento genético do maracujazeiro (JESUS et al.,
2016a; 2016b) e outras culturas (VIEIRA et al., 2007).

Os descritores morfoagronémicos tém um papel fundamental na caracterizacéo e
selecdo de plantas, sendo importantes na selecdo dos gendtipos ao longo dos ciclos de
recombinacdo e também na selecdo de genotipos para uso como novos genitores. A
caracterizagdo morfoagrondmica para estudos de variabilidade genética tem sido feita
principalmente com base em caracteres que sejam de facil deteccdo e mensuracgéo, e
sofram pouca influéncia ambiental (VIEIRA et al., 2007), embora caracteristicas

agrondmicas quantitativas também tenham utilidade nesses estudos, principalmente
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quando séo analisadas em delineamentos experimentais em diferentes ambientes
(MACHADO et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2017).

BRS GA1

Selegﬁn F.eduliz 'toxo nativa'

Selegdo A, eduliz'amarelo native'

0.0 0.1 0.z 0.3 o4 0.4 06 0.7

Distincia genética

Figura 2. Andlise de agrupamento de trés selecbes de  Passiflora  edulis
Sims, com base na matriz de dissimilaridade genética calculada utilizando 28 descritores
morfoagrondmicos. O método do UPGMA foi usado como critério de agrupamento. O valor do

coeficiente de correlagdo cofenética (r) € de 0,88. Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2017. Legenda: 1 -
BRS GA1 - BRS Gigante Amarelo (cultivar exemplo), 2 — Selecéo P. edulis (roxo nativo), 3 — Sele¢éo P. edulis (amarelo nativo).

Os resultados observados utilizando os descritores do SNPC, tanto dos
descritores para Passiflora spp. quanto para P. edulis, evidenciam a existéncia de
grande diversidade dentro do género Passiflora (Figura 3 e 4), inclusive grande
variabilidade dentro da mesma espécie, como é o caso das sele¢gdes de P. nitida e as
selecOes de P. edulis e da cultivar exemplo (BRS GA1) que também é P. edulis.

Assim como no presente estudo, Machado et al. (2015) utilizando descritores
morfoagrondémicos, concluiram que 0s mesmos, conseguiram evidenciar a existéncia de
variabilidade genética entre acessos da colecdo de maracuja da Embrapa Mandioca e
Fruticultura em Cruz das Almas, sobretudo em relacdo aos componentes fisicos,
quimicos, producdo e em relagdo as doencas de raizes e da parte aérea.

Essa ampla variabilidade genética intra e interespecifica encontrada nas
passifloras ¢ fundamental para o sucesso de qualquer programa de melhoramento
genético visando ao desenvolvimento de cultivares de diferentes espécies com potencial
comercial (FALEIRO e JUNQUEIRA, 2009; FALEIRO et al., 2011a; 2011b).
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Figura 3. Flores das cultivares exemplo e das sele¢fes de Passiflora spp. A — BRS Pérola do Cerrado, B
— Passiflora auriculata, C — P. maliformis, D — P. quadrangularis, E — P. nitida (Cerrado), F — P.
sidifolia, G — P. biflora, H — P. phoenicea, | — P. nitida (Amazbnia), J — BRS Gigante Amarelo (BRS
GA1l), K - P. edulis (roxo nativo) e L — P. edulis (amarelo nativo). Barra de + 1 cm.
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Figura 4. Frutos das cultivares exemplo e das sele¢des de Passiflora spp. A — BRS Pérola do Cerrado, B
— Passiflora auriculata, C — P. maliformis, D — P. quadrangularis, E — P. nitida (Cerrado), F — P.
sidifolia, G — P. biflora, H — P. phoenicea, | — P. nitida (Amazbnia), J — BRS Gigante Amarelo (BRS
GA1l), K —P. edulis (roxo nativo) e L — P. edulis (amarelo nativo). Legenda: Barra de £ 1 cm.
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8.4 CONCLUSAO

Os descritores morfoagrondmicos preconizados pelo SNPC sdo eficazes na
diferenciacdo de selecdes tanto de Passiflora spp. quanto de P. edulis. Os descritores
utilizados foram capazes de diferenciar os subgéneros Decaloba e Passiflora e de

selecdes de diferentes espécies de maracuja com potencial comercial.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

A manutencéo de acessos da biodiversidade em Bancos Ativos de Germoplasma
é uma etapa indispensavel para o bom funcionamento dos programas de melhoramento
genético das especies de forma geral, apesar de ser uma atividade onerosa e que requer
manutencdo constante. A etapa de caracterizagdo dos BAGs pode ser uma etapa muito
trabalhosa, mas fundamental para se conhecer os acessos conservados, e por meio desta
caracterizacdo, pode-se inserir efetivamente esses acessos nos programas de
melhoramento genético para serem utilizados no desenvolvimento de novas cultivares.

A caracterizacdo morfoagrondémica baseada em descritores multicategoricos e
quantitativos podem contribuir muito para a diferenciacdo fenotipica entre acessos de
Passiflora spp., servindo como importante instrumento para quantificar a variabilidade
existente nos bancos de germoplasma. Conseguindo demonstrar uma clara diferenciagdo
entre as espécies, podendo ser muito importante para estudos mais completos de
caracterizacdo e diversidade de recursos genéticos do género Passiflora.

A caracterizacdo das diferentes estruturas da planta (folha, flor e fruto) sédo
importantes para estudos mais completos de caracterizacdo e diversidade genética de
recursos genéticos do género Passiflora. Além de possibilitar que os estudos de
caracterizacdo possam ser realizados de forma fragmentada, ou ainda, que seja feito de
forma completa, mas que se acesse apenas as informagéo relativas a estrutura que se
tem interesse, como por exemplo, pode-se requerer apenas as informacdes relativas aos
descritores do fruto. A informacdo da caracterizagdo pode ser utilizada de forma
fragmentada, porém, para estudos mais completos de caracterizacdo, as informagdes sao
complementares, devendo ser utilizadas em conjunto.

Os acesos de Passiflora spp. apresentam uma grande variacao nas caracteristicas
de flores e frutos, o que reforca a grande diversidade existente nesse género. Essa
variacdo cria mais possibilidade de utilizacdo das passifloras nos programas de
melhoramento, seja na utilizacdo indireta, sendo usadas em cruzamentos com a espécie
de maior destaque comercial, P. edulis, ou ainda como plantas ornamentais, medicinais
Ou para 0 consumo in natura, como pode ser 0 caso de espécies como P. alata, P.
maliformis, P. nitida, P. edulis (nativo), P. quadrangularis, P. tenuifila entre outras.

Os marcadores moleculares podem contribuir muito nas caracterizagdes dos
acessos mantidos em bancos de germoplasma. Principalmente se for utilizado técnicas

mais acessiveis e mais rapidas, como é o caso dos marcadores ISSR e RAPD. Essas
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técnicas demonstraram uma elevada variabilidade genética e uma grande diferenciacédo
entre acessos de Passiflora spp. Demonstraram também que existe estruturacdo genética
entre acessos de Passiflora spp., com tendéncia de agrupamento entre os acessos de P.
alata e os materiais que sdo oriundos de cruzamentos envolvendo acessos desta espécie.
Essa espécie possui caracteristicas muito peculiares, e consegue imprimir essas nas
progénies.

Existem muitos tipos de descritores que podem ser utilizados na obtencéo de
dados de caracterizacdo das passifloras. Os descritores qualitativos multicategoricos,
quantitativos e marcadores moleculares ISSR e RAPD demonstraram ser ferramentas de
grande utilidade para a caracterizacdo e estudos de diversidade genética de acessos de
Passiflora spp. Porém, assim como as estruturas da planta (folha, flor e fruto) sdo
complementares, os diferentes grupos de descritores, também demonstraram uma
complementaridade no estudo da diversidade genética.

Assim como a grande diversidade acessada pelas diferentes categorias de
descritores, as passifloras mostraram-se muito diferentes no armazenamento de
sementes, nos processos de germinacdo de sementes e emergéncia de plantulas. Essa
diversidade implica na necessidade de protocolos diferenciados para cada espécie,
especialmente para germinagdo. Sendo que a necessidade de dias para germinagéo
geralmente é diferente, além da necessidade do uso de regulador vegetal em algumas
espécies para promover ou acelerar a germinacdo e emergéncia. Fazendo necessario
muitos estudos para determinacdo de protocolos de germinacdo de sementes para o
género Passiflora.

A etapa de caracterizacdo dos acessos contidos em bancos de germoplasma de
qualquer espécie € de fundamental importancia, pois, a partir da caracterizacdo pode-se
fazer as devidas avaliacdes dos gendtipos, e esses podem ser inseridos efetivamente nos
programas de melhoramento genético. Outra atividade importante, e que possibilita e
unifica o uso das informacdes dos bancos de germoplasma é a insercédo dos dados dos
mesmos em plataformas de consulta publica. Esse tipo de atividade deve ser incentivada
e subsidiada pelas instituicOes detentoras de bancos ativos de germoplasma.

A utilizacdo dos descritores desenvolvidos pelo SNPC (Mapa) é atil na
caracterizacdo e principalmente na diferenciacdo de cultivares de Passiflora spp. E a
criagdo dos manuais ilustrados, facilitou muito a realizacdo da caracterizacdo exigida
para o preenchimento do formulério exigido pelo SNPC (Mapa) nos processos de

registro e protecédo de cultivares.
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CAPITULO VII

APENDICE

Tabela 1 (Complementar). Médias de Passiflora suberosa (CPAC MJ-35-02),

Passiflora caerulea (CPAC MJ-14-01), Passiflora hatschbachii (CPAC MJ-50-01),

Passiflora maliformis (CPAC MJ-58-01), Passiflora sidifolia (CPAC MJ-16-02), em

cinco tempos de armazenamento das sementes e com uso e sem uso do regulador

vegetal Promalin®.

TA CPAC MJ-35-02 CPAC MJ-14-01 CPAC MJ-50-01 CPAC MJ-58-01 CPAC MJ-16-02 PCin

Sp® cp® Sp® cp® SP® cp® SP® cp® SP® cp® SP® cp®
0 28,3Ba 36,7Aa 16,7Ba 50,0Aa 83Ba 583Aa 650Aa 683Aa 26,7Ba 350Aa 1,7Aa 83Aa
3 250Ba 36,7Aa 13,3Ba 46,7Aa 1,7Bb 40,0Aab 40,0Bb 583Ab  26,7Aa 26,7Ab 1,7Ba 16,7Aa
6 250Ba 33,3Aa 10,0Bab 233Ab 1,7Bb 383Ab 31,7Bb 550Abc 50Bb 10,0Ac 17Aa 83Aa
9 50Bb 21,7Ab 50Bbc 150Ac 1,7Bb 283Ab  16,7Bc 51,7Abc  5,0Ab 6,7Ac  3,3Aa  8,3Aa
12 17Bb  16,7Ab  1,7Ac 33Ad 0,0Bb 283Ab  50Bd  46,7Ac 1,7Bb 6,7/Ac  33Aa  6,7Aa

TA = tempo de armazenamento (0, 3, 6, 9 e 12 meses de armazenamento das sementes); SP® = sem uso do regulador vegetal

Promalin®; CP®com uso do regulador vegetal Promalin®.

Letras maiusculas iguais ndo diferem entre si na Horizontal e letras mindsculas iguais ndo diferem entre si na Vertical pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade de erro.
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